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Einleitung: Es ist offensichtlich, dass die Bandbreite der pharmakologischen Wirkungen von 
nichtsteroidalen Antiphlogistika (nonsteroidal antiinflammatory drugs; NSAIDs) nicht allein auf die seit 
langem bekannte Hemmung des Enzyms Cyclooxygenase (COX) zurückgeführt werden kann. Es wird 
vermutet, dass die Hemmung der Prostaglandinsynthese zwar der Haupteffekt, aber nicht der einzige Effekt 
der NSAID- Wirkung ist. Einige COX- unabhängige Wirkungen der NSAIDs wurden bereits beobachtet. 
Unter anderem gehört ein antagonistischer Effekt auf G- Proteine dazu. Angenommen werden 
Wechselwirkungen mit dem G- Protein, die allerdings bisher nur in In-vitro-Studien mit [35S]GTPγS 
(Guadenosintrisphosphat) auf Membranen gereinigter Neutrophiler  gezeigt wurden und noch nicht an 
funktionsfähigen Zellen getestet und bewiesen worden sind. 
Methodik: Als zu untersuchender Rezeptor wurde der G- Protein- gekoppelte LPA- Rezeptor gewählt. LPA- 
Rezeptoren sind physiologischerweise auf den Oozyten des Xenopus laevis Krallenfrosches ausgebildet, 
wodurch sich jegliche biotechnische Manipulationen an den Zellen erübrigen.  
Lysophosphatidsäure ist eine in ihrer Wirkung gut untersuchte Substanz. Sie agiert als Mediator von 
Signalen, die sie über spezifische G- Protein- gekoppelte- LPA- Rezeptoren überträgt und so Koagulation 
und Entzündung induziert. 
80% aller bekannten Membran- Rezeptoren sind G- Protein- gekoppelte Rezeptoren, GPCR, weshalb 
Wechselwirkungen mit dem kleinen Molekül bereits große Auswirkungen haben können. 
Mit der Zwei- Elektroden- Voltage- Clamp- Methode wurde ein System gefunden, welches ermöglicht, die 
Pharmakologie des Rezeptors an funktionsfähigen Zellen zu untersuchen. Das Modell ist ein sensibles und 
etabliertes System zur Darstellung von  Membranpotentialen in großen Zellen, wie den Oozyten des Xenopus 
laevis Krallenfrosches. Es besteht zudem die Möglichkeit, die dem zu untersuchenden Rezeptor 
nachgeschaltete Signalübertragungskaskade durch intrazelluläre Injektion bewährter Substanzen zu 
manipulieren. Die Versuche wurden am 06.06.2000 durch das Veterinär- und Lebensmittelüberwachungsamt 
der Bezirksregierung Münster unter dem Aktenzeichen A 40/2000 genehmigt. 
Ergebnisse: Die halbmaximale effektive Konzentration (EC50) von LPA in diesem Versuch beträgt 3,16± 
0,26x10-7M. Nach zehnminütiger Inkubation der Zellen in den zu testenden NSAIDs, Aspirin und 
Diclofenac, wird die LPA- Rezeptor- Funktion konzentrationsabhängig gehemmt. Die Konzentrationen mit 
dem halbmaximalen inhibibierenden Effekt (IC50) betragen: 9,6± 4,6x10-7M bzw. 1,90± 0,67x10-6M. Die 
Inhibition ist reversibel. Um den genauen Angriffspunkt der NSAIDs innerhalb des Signalweges 
festzustellen, wird untersucht, ob die über der Zelle durch intrazelluläre Injektion von IP3, G418, GTPγS und 
AlF4- ausgelösten Ströme (ICl(Ca)) ebenfalls durch die Inkubation in den oben genannten Pharmaka beeinflusst 
werden. Allein die durch GTPγS ausgelösten Ströme (ICl(Ca)) werden signifikant auf 41% bzw. 46% gesenkt 
und deuten somit auf einen G- Protein abhängigen Effekt hin.  
Diskussion: An funktionsfähigen Zellen konnte gezeigt werden, dass Aspirin und Diclofenac den G- Protein- 
gekoppelten LPA- Rezeptor konzentrationsabhängig und reversibel hemmen. Der Wirkort innerhalb der G- 
Protein- Kaskade konnte auf die GTP- bindenden Seite des G- Proteins eingegrenzt werden. Der IC50 der 
beidern NSAIDs liegt im Bereich klinisch relevanter Konzentrationen. 
Dies könnte einen Teil der nicht geklärten, COX- unabhängigen pharmakologischen Effekte der NSAIDs 
erklären und neue therapeutische Möglichkeiten aufzeigen. 
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1. Einleitung 
 
In neuen Studien wird immer offensichtlicher, dass die Bandbreite der 
pharmakologischen Wirkungen von nichtsteroidalen Antiphlogistika (nonsteroidal 
antiinflammatory drugs; NSAIDs) nicht allein auf die seit langem bekannte Hemmung 
des Enzyms Cyclooxygenase (COX) [69, 125] zurückgeführt werden kann.  
Es wird vermutet, dass die Hemmung der Prostaglandinsynthese [125] zwar der 
Haupteffekt, aber nicht der einzige Effekt der NSAID- Wirkung ist.  
Einige COX- unabhängige Wirkungen der NSAIDs wurden bereits beobachtet. Unter 
anderem gehört ein antagonistischer Effekt auf G- Proteine dazu [2, 5]. Angenommen 
werden Wechselwirkungen mit dem G- Protein [2, 5], die allerdings bisher nur in In-
vitro-Studien mit [35S]GTPγS (Guadenosintrisphosphat) auf Membranen gereinigter 
Neutrophiler  gezeigt wurden [1-4] und noch nicht an funktionsfähigen Zellen getestet 
und bewiesen worden sind. 
 
Als zu untersuchender Rezeptor wurde der G- Protein- gekopplte LPA- Rezeptor 
gewählt. LPA- Rezeptoren sind physiologischerweise auf den Oozyten des Xenopus 
laevis Krallenfrosches ausgebildet [40, 47], wodurch sich jegliche biotechnische 
Manipulationen an den Zellen erübrigen.  
 
Lysophosphatidsäure ist eine in ihrer Wirkung gut untersuchte Substanz. Sie agiert als 
Mediator von Signalen, die sie über spezifische G- Protein- gekoppelte- LPA- 
Rezeptoren überträgt und so z.B. an Koagulation und Entzündungsvorgängen beteiligt 
ist. 
 
80% aller bekannten Membran- Rezeptoren [13] sind G- Protein- gekoppelte 
Rezeptoren, GPCR [23, 93], weshalb Wechselwirkungen mit dem kleinen Molekül 
bereits große Auswirkungen haben können. 
 
Mit der Zwei- Elektroden- Voltage- Clamp- Methode [19, 84] wurde ein System 
gefunden, welches ermöglicht, die Pharmakologie des Rezeptors an funktionsfähigen 
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Darstellung von  Membranpotentialen in großen Zellen, wie den Oozyten des Xenopus 
laevis Krallenfrosches. Es besteht zudem Möglichkeit, die dem zu untersuchenden 
Rezeptor nachgeschaltete Signalübertragungskaskade durch intrazelluläre Injektion 
bewährter Substanzen zu manipulieren [54, 76, 101]. 
 
Ziel dieser Studie ist es am Beispiel von Aspirin und Diclofenac, folgende Fragen zu 
beantworten: 
1. Beeinflussen NSAIDs den LPA- Rezeptor? 
2. Sind die Konzentrationen klinisch relevant? 
3. Ist die Wirkung reversibel? 
4. Welches ist der Wirkungsort der NSAIDs? 
5. Wenn die NSAIDs auf G-Protein-Kaskade wirken, lässt sich der genaue Angriffsort                                       
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2. Materialien und Methoden    
 
2.1 Xenopus laevis 
 
Xenopus laevis, der afrikanische Krallenfrosch, gehört zu der  Ordnung der 
Froschlurche in der Klasse der Lurche. Sie sind  Bewohner südafrikanischer  
Süßwasserseen und zählen zu den Amphibien, die sekundär ins Wasser zurückgegangen 
sind. Die Atmung der Tiere erfolgt über die Lunge und in Anpassung an das 
Wasserleben zu 60% über die Haut. Über das Lungenvolumen stellt der Frosch seine 
Höhe im Wasser ein.  
Die Frösche erreichen eine Größe von etwa 11- 13cm (ohne Hinterbeine). Der glatte 
Krallenfrosch hat einen flachen Kopf und einen stromlinienförmigen Körper. Die 
Rückenfarbe ist oliv- braun und der Bauch sowie die Innenseiten der Schenkel hell-
beige mit zahlreichen unregelmäßig verteilten Pigmentierungen. Die wenig 
entwickelten Vorderbeine haben je vier lange Finger ohne Schwimmhäute. Die 
muskulösen Hinterbeine tragen je fünf Zehen. Die inneren drei Zehen besitzen schwarze 
Hornkrallen, die der Gattung ihren Namen geben. Zwischen den Zehen befinden sich 
große Schwimmhäute, die bis an die Zehenspitzen reichen. Diese Frösche sind 
hervorragende Schwimmer, die auch unter Wasser durch schnelles Rudern und Stoßen 
mit den Hinterbeinen erstaunliche Geschwindigkeiten erreichen können.  
Sie können 20- 30 Jahre alt werden.  
Seine Nahrung sucht der Krallenfrosch in den oberen Sedimentschichten des 
Gewässergrundes, welches er mit seinen Vorderarmen durchwühlt. Der Xenopus laevis  
besitzt weder Zunge noch Zähne und schaufelt die Nahrung mit den Vorderarmen in 
sein Maul.  
Krallenfrösche besitzen am ganzen Körper ungefähr 200 Sinneszellen, die das 
Seitenlinienorgan bilden. Es sind „nahtähnliche“ Linien auf der Hautoberfläche des 
Frosches. Mit Hilfe dieses Organs registriert der Frosch, dessen Sehfähigkeit 
herabgesetzt ist, in seinem näheren Umfeld sowohl Wasserbewegungen als auch 
wasserchemische Veränderungen.  
Die Frösche sind anpassungsfähig, relativ einfach zu halten und wenig 
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Diagnostik eingesetzt werden. Da die Haut der Tiere über einen natürlichen 
antibiotischen Schutz verfügt, sind Infektionen im Rahmen von Operationen selten. 
Früher wurden die Frösche in der Schwangerschaftsdiagnostik verwendet. Hierzu wurde 
Urin von schwangeren Frauen in die Frösche injiziert. Waren diese schwanger, haben 
die Frösche nach wenigen Tagen gelaicht. Da meistens Apotheken diesen Test 
durchgeführt haben wurden die Frösche auch Apothekerfrösche genannt.   
 
Abbildung 1 














2.1.1 Haltung und Fütterung der Frösche 
 
Die weiblichen Tiere werden in einer Kolonie von 6 Fröschen in einem handelsüblichen 
Hart- PVC Behälter [62] mit einem Fassungsvermögen von ca. 250l  gehalten. Ein 
Entweichen der Tiere wird  durch eine luftdurchlässige Abdeckung verhindert. 
Eine per Zeitschaltuhr (Unitec, Type 46402; 63450 Hanau, Deutschland) gesteuerte 
Leuchtstoffröhre (Typ Multilux, Juwel Aquarium GmbH; 27356 Rotenburg/Wümme, 
Deutschland) übernimmt den normalen Tag- Nachtrhythmus. Um den nachtaktiven 
Tieren tagsüber die Möglichkeit eines Unterschlupfes zu gewähren, sind Dachziegel am 
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Der Tank ist mit Leitungswasser gefüllt, welches mit Aqua- Safe (43904 Melle, 
Deutschland) aufbereitet wird. Ein Ionenaustauscher (Cillit-Klarfilter 77SN; 69191 
Schriesheim, Deutschland) verringert den Eisengehalt des Leitungswassers. Durch 
einen Außenfilter (Eheim Außenfilter, Typ 2224 010; 73779 Deizisau, Deutschland) 
wird das Wasser kontinuierlich gefiltert. Hierdurch entstehen eine gleichmäßige 
Luftzufuhr sowie eine ausreichende Zirkulation.  
Einmal wöchentlich werden das Bassin und der Filter gesäubert und ein Drittel des 
Wassers wird durch frisches ersetzt. Der Tank mit den poikilothermen Lebewesen ist in 
einem auf 17 Grad Celsius klimatisierten Raum untergebracht, um auch im Sommer 
eine Wassertemperatur von 16-22°C zu gewährleisten. 
Die Frösche werden zweimal wöchentlich mit etwa 3- 5g Futter (Tetra Cichlid- Sticks; 
43904 Melle, Deutschland) pro Tier gefüttert. Das überschüssige Futter wird nach 
einigen Stunden abgesaugt.   
Die Versuche wurden am 06.06.2000 durch das Veterinär- und 
Lebensmittelüberwachungsamt Münster unter dem Aktenzeichen A40/2000 genehmigt. 
 
2.1.2 Gewinnung der Oozyten 
 
Die Gewinnung der Oozyten verläuft in einer streng geregelten Reihenfolge, da einem 
Tier zwischen zwei Operationen eine Ruhepause von mindestens 2 Monaten eingeräumt 
werden muss [83]. Zwei Mal pro Woche werden frische Oozyten gewonnen. Bei jedem 
Eingriff wird die Operationsseite gewechselt. 
Zum Zeitpunkt der Operation (OP) sollte das entsprechende Tier in einem tadellosen 
Gesundheitszustand sein.  
Etwa vier Wochen vor der OP wird den Fröschen je 50I.E. humanes Gonadotropin 
(From pregnant mare’s serum, Sigma- Aldrich Chemie GmbH; 30926 Seelze, 
Deutschland) in den lymphatischen Raum injiziert. Es dient der Beschleunigung der 
Follikelreifung in das Stadium IV und V nach Dumont [28] und der Ertragsoptimierung. 
Die Betäubung des Frosches erfolgt in einem separatem 25l- Aquarium, welches mit 
einer Methyl- 3- benzoat- Lösung (Sigma- Aldrich Chemie GmbH, WA 17475; 30926 
Seelze, Deutschland) gefüllt ist. Das Anästhetikum wird über die Haut des Tieres 
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beschleunigt werden. Durch Reizung einer Zehe des Tieres wird die Wirksamkeit der 
Narkose nach 15min Inkubationszeit verifiziert. 
Bei genügender Narkosetiefe wird das Tier, auf einem Eisbett auf dem Rücken liegend, 
unter einer Operationslampe gelagert. Der Operationsbereich  − das untere laterale 
Abdomen− wird mit 70prozentigem Alkohol desinfiziert. Mit einem sterilen Skalpell 
wird ein diagonaler Schnitt von etwa 1cm Länge gesetzt. Es werden die Haut und die 
oberflächlichen Muskeln durchtrennt, um das Peritoneum darzustellen. Dieses wird mit 
einer Pinzette angehoben, um den Darm nicht zu verletzten und ebenfalls mit dem 
Skalpell durchtrennt. Die Oozyten liegen traubenförmig angeordnet direkt unter dem 
Peritoneum. Nun kann mühelos einen Teil der Oozyten abgetrennt werden. Der Rest der 
Oozyten wird einfach wieder in die Bauchhöhle zurückverlagert. Das Peritoneum und 
die Dermis werden getrennt durch Einzelknopfnähte (Ethicon Vicryl 4-0) verschlossen.  
Die entnommenen Oozyten werden zunächst in Barth’s Lösung aufbewahrt. 
Nach dem Erwachen aus der Narkose wird der Frosch die folgenden 24 Stunden in 
einem separaten 25l- Becken mit frisch aufbereitetem Wasser gehalten, bevor er wieder 
zurück in die Kolonie gesetzt wird.  
Bei entsprechender Pflege und guter Operationstechnik lassen sich die Tiere bis zu 
sechsmal operieren. Nach der letzten Operation müssen die Tiere getötet werden. Dazu 
werden sie noch vor Erwachen aus der Narkose in einen Gefrierschrank bei -80°C 
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Abbildung 2 
Oben links: Operation eines Frosches. Der Hautschnitt. 
Oben rechts: Die zuentnehmenden Oozyten. 
Mitte links: Die Hautnaht. 
Mitte rechts: Operierter Frosch. 
Unten links: In Eiswasser schwimmender Frosch. 
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2.1.3 Die Oozyten 
 
Allgemeines 
Die Eizellen von Xenopus laevis eignen sich ausgezeichnet zu Forschungszwecken. Ihre 
Größe von etwa 1- 2mm mit einem Gesamtvolumen von etwas mehr als 500nl und ihre 
Widerstandsfähigkeit erleichtern die Handhabung. Zudem besitzen die Oozyten  nur 
wenige zelleigene Kanäle bzw. Rezeptoren [111] außer LPA- Rezeptoren [15, 78], 
wodurch die Untersuchung eines bestimmten isolierten Rezeptortyps möglich ist. An 
menschlichen Zellen wäre dies erschwert bzw. unmöglich, da zunächst eine Reihe von 
Kanälen und Rezeptoren geblockt werden müssten. 
Seit es Gurdon et al. 1971 [49] gelang, durch Injektion von mRNA artfremde Proteine 
in den Xenopus laevis Oozyten zu exprimieren, spielen die Oozyten eine große Rolle 
bei elektrophysiologischen Untersuchungen von Membranproteinen. Insbesondere G- 
Protein- gekoppelte- Rezeptoren, die Identifizierung von Gensequenzen [50, 85] und die 
Kontrolle von Genen bei der DNA- Klonierung [118] stehen im Mittelpunkt des 
Interesses. Dies ist durch ihren gut ausgebildeten Translationsapparat [46, 60] möglich. 
Demnach können durch Injektion von mRNA oder DNA zellfremde Rezeptoren 
exprimiert werden und deren Aktivität untersucht [30, 31] sowie Messungen von 
Ionenströmungen [25, 26, 87] vorgenommen werden. Des Weiteren werden sie zur 
Klärung von Struktur- Funktionsbeziehung von Membranproteinen [114] benutzt.  
 
Aufbau der Oozyten 
Die verwendbaren Zellen befinden sich in den Reifestadien IV und V nach Dumont 
[28]. Sie können makroskopisch in zwei Hemisphären unterteilt werden: Eine dunkel 
pigmentierte Seite am animalen Pol und eine helle dotterreiche Seite am vegetativen 
Pol. Im Falle einer Befruchtung entwickelt sich aus dem, durch Melanineinlagerung 
dunkel gefärbten Pol der rostrale Teil und aus dem hellen Pol der kaudale Teil des 
Frosches. 
Die axiale Anordnung findet sich auch auf mikroskopischer Ebene [113]. Im Bereich 
des dunklen Pols befindet sich der haploide Zellkern, wobei auf der helleren 
Hemisphäre ein Großteil der Ribosomen und somit die zelluläre Ribonukleinsäure 
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Die Oozyte wird im frisch entnommenen Zustand durch verschiedene extrazelluläre 
Hüllen geschützt und stabilisiert [84, 111]. Es handelt sich − von innen nach außen − 
um folgende Strukturen: Plasmamembran mit Mikrovilli, glykoproteinreiche 
Vitellinhülle, Follikelzellschicht mit elektrischen und metabolischen Gap- junctions, 
und einer Theka interna und externa, bestehend aus kollagenem Bindegewebe, 
Fibroblasten, Nerven- und Gefäßzellen, sowie glatter Muskulatur [17, 91, 112]. Das 
einlagige Plattenepithel des inneren Ovarepithels stellt die äußere Hülle dar. Da diese 
schützenden Membranen die elektrophysiologischen Messungen und die Wirkung der 




Schemazeichnung Oozytenaufbau.  
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Präparation und Lagerung der Oozyten 
Mittels Pinzette und Pipette wird versucht die traubenförmig zusammenhängenden 
Oozyten mechanisch voneinander zu lösen. Hierdurch hat die Kollagenase, die die 
Theka enzymatisch aufspalten soll, eine vergrößerte Angriffsfläche. 1mg/ ml Typ 1a 
Kollagenase (Clostridiopeptidase A; EC 3.4.24.3 von Clostridium histolyticum 
Boehringer Mannheim GmbH, 68298 Mannheim, Deutschland) wird in kalziumfreier 
OR2- Lösung gelöst. Die Oozyten werden in dieser Lösung zwei Stunden sanft durch 
einen IKA- Schüttler (Modell MTS 4, IKA Werke GmbH & Co. KG, 79219 Staufen, 
Deutschland) geschwenkt. Die Kalziumfreiheit bewirkt ein vorübergehendes 
Schrumpfen der Oozyten und die Membran löst sich leichter ab. Anschließend werden 
die Zellen viermal für etwa 10min mit der OR2- Lösung gespült, um sie von den 
Membran- und Kollagenaseresten zu säubern. Die fibröse Vitellinmembran, die den 
Oozyten ihre mechanische Stärke verleiht, bleibt hierbei erhalten.  
Jetzt können die Zellen in einer Petrischale mit Barth’s- Lösung gelagert und zu 
Versuchszwecken verwendet werden. In einem Raumluftinkubator (Typ LABO-100, 
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2.2 Zwei- Electrode- Voltage- Clamp- Modell 
 
Das Zwei- Elektroden- Voltage- Clamp- Modell ist bestens geeignet Membranpotentiale 
in großen Zellen und Skelettmuskelzellen darzustellen [100] und spannungs- sowie 
ligandenabhängige Transmembrankanäle mit ihrem Signaltransduktionsmechanismus 
zu erforschen.  
Mit dem Modell wird willkürlich das Membranpotential einer Zelle eingestellt, 
festgeklemmt. In den Membranen der Xenopus- laevis- Oozyten befinden sich 
natürlicherweise calciumabhängige Chloridkanäle [15, 32]. Alle Vorgänge, die die 
intrazelluläre Calciumkonzentration beeinflussen, ändern somit auch den 
Chlorideinstrom, der Ladungsverluste ausgleicht. Mit diesem Setup wird die Änderung 
des Chlorideinstromes, also die zum Ausgleich des Ladungsverlustes benötigte Menge, 
erfasst. 
 
2.2.1 Setup  
 
Das Setup besteht aus einem Mikroskop (Stereo-Zoom 4, Leica, 64625 Bensheim, 
Deutschland), das ermöglicht die Arbeitsabläufe in einem kleinen Plexiglasbad zu 
beobachten. Neben dem Mikroskop befindet sich auf beiden Seiten jeweils eine 
Mikroelektrode, mit denen die Oozytenmembran penetriert wird und die in 
Elektrodenhalter (ESW-FxxV für die Spannungs- und E45W-FxxVH für die 
Stromelektrode; Warner Instrument Corporation, USA) eingespannt sind. Sie werden 
durch die Mikromanipulatoren MN-3333 der Firma Narishige (1 Plaza Rd. Greenvale, 
NY 11548, USA) bedient.  
Die Mikroelektroden werden aus Silikatglaskapillaren (GC100FT-15, havard apparatus 
LTD, USA) mit einem Elektrodenpuller (Modell 773, Campden Instruments Limited, 
USA) hergestellt. Nach der Anfertigung sind die Spitzen der Elektroden noch 
verschlossen. Es muss ein möglichst kleines Stück abgebrochen werden, so dass eine 
Öffnung von ca. 10µm entsteht.  
Die fertige Elektrode wird mit einer 3mol KCl- Lösung  und einem Silberdraht 
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Das Potential zwischen Lösung und Draht wird durch Chlorierung des Drahtes 
reduziert. Der Draht wird positiv geladen und hierzu in eine Lösung  (0,9% NaCl oder 
9M KCl) gehalten, die im Stromkreis integriert ist. Die Chlorionen wandern bei einem 
Strom von 1mA/cm2 zum Draht und bilden eine gleichmäßige Schicht.  
Über die  Silberdrähte steht die KCl-Lösung mit der Steuer- und Messeinheit  in 
Verbindung [100]. 
Eine der beiden Elektroden dient als Spannungselektrode mit R= 1- 2MOhm, misst also 
das Membranpotential. Die zweite ist die Stromelektrode mit R= 0,5- 0,7MOhm, die die 
Ladungsdifferenz an die Zelle liefert und somit auf dem eingestellten Soll-Potential 
hält. 
Um intrazelluläre Injektionen zu ermöglichen wird eine dritte Mikroelektrode, ebenfalls 
gehandhabt durch einen Mikromanipulatur, am Setup installiert. Diese Mikroelektrode 
ist gefüllt mit dem jeweils zu injizierenden Wirkstoff, gelöst in einer 150mM KCl- 
Lösung und an einen automatischen Mikroinjektor (Nanoject, Drummond Scientific, 
Broomall, PA, USA) angeschlossen. Hierdurch ergibt sich die Gelegenheit, die 
intrazelluläre Signalkaskade direkt zu manipulieren und im Detail zu untersuchen. 
Unter dem Mikroskop findet sich ein Plexiglasbad mit insgesamt drei Becken. Mittig ist 
das ca. 1ml fassende Hauptbecken, in dem die Versuche stattfinden. Das Becken verfügt 
über eine zentrale Vertiefung, in der die Zellen Halt haben und einer konstanten 
Strömung ausgesetzt sind. 
Im rechten Nebenbecken befindet sich ein Zulauf für die Tyrodes- Lösung, während im 
linken Nebenbecken die Lösung über ein vakuumbetriebenes Pumpsystem (KNF 
Neuberger: Laboport, 79112 Freiburg, Deutschland) wieder abgesaugt und in 
zwischengeschaltete Flaschen geleitet wird. Der Flow wird auf 3ml/min eingestellt, 
wodurch applizierte Medikamente kontinuierlich ausgespült werden. Damit wird 
gewährleistet, dass die Agonisten für einen annähernd gleich bleibenden Zeitraum 
anfluten. 
Im Bad sind zwei weitere Silberdrähte vorhanden, die weder untereinander noch zu der 
Zelle jegliche Verbindung haben und als Erdungselektrode bzw. als Bezugselektrode für 
die Spannungselektrode dienen. Zwischen letzteren kann nun das 
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Ruhemembranpotential ist die Spannung, bei der der Ladungsaustausch über der 
Zellmembran in beide Richtungen gleich groß ist. 
Da eine Wechselwirkung zwischen Ionenströmen und Membranpotential besteht, wird 
der Strom gemessen, der zur Aufrechterhaltung eines Membranpotentials von –70 mV 
benötigt wird [55]. Die Menge des zugeführten Stroms wird über eine Verschaltung 
zwischen Strom- und Bezugselektrode bestimmt. 
Die Koordination der Konstanthaltung des Membranpotentials und der Zufuhr des 
benötigten Stromes wird von dem Oocyte Clamp Amplifier OC-725C (Warner 
Instrument, Inc.; Hamden, CT 06514, USA) übernommen, mit dem die Elektroden 
verbunden sind. Die Informationen werden an einen  IBM- kompatiblen PC 
weitergeleitet und dort mit entsprechender Software weiterverarbeitet.  
Ein zwischengeschalteter Filter (WIC: LPF- 100B: Low Pars Bessel Filter, 4-Pole) 
unterdrückt durch Wechselströme entstandene Artefakte. Diesen durchläuft das Signal 
vor der Darstellung auf dem PC. 
Ein Faraday‘ scher Käfig, der das gesamte Setup umgibt, sorgt dafür, dass der Einfluss 
möglicher Störströme gering bleibt. 
Die Versuche wurden bei Zimmertemperatur, 25° Celsius, durchgeführt. 
 
Abbildung 5 
Schemazeichnung des Setups mit einer im Hauptbecken lliegenden Oozyte des Xenopus 
laevis Krallenfrosches. Ein Nebenbecken dient dem gleichmässigem Zulauf der 
Tyrodes- Lösung, das 2. dem Abfluss über ein vakuumbetriebenes Pumpsystem.  Der 
Flow wird auf 3ml/min eingestellt, So wird ein kontinueierliches Abfluten der 
applizierten Medikamente gewährleistet. 
Im Hauptbecken befinden sich zwei Silberdrähte, die untereinander, aber auch zur Zelle 
keine Verbindung haben. Sie dienen als Bezugs bzw. Erdungselektrode für die 
Spannungselektrode. Zwischen der Bezugs- und der Spannungselektrode kann das 
Ruhemembranpotential der geclampten Zelle bestimmt werden. 
Die Stromelektrode liefert die Ladungsdifferenz an die Zelle und hält sie somit auf dem 
eingestellten Soll- Potential. 









2.2.2 Ooclamp- Software 
 
Die Auswertungssoftware zur Messung der Ströme muss bestimmte Anforderungen 
erfüllen: Da die Oozyten über ein großes Volumen, ca. 500nl, verfügen, und damit auch 
über große Membrankapazitäten, muss das Programm mit großen Strömen arbeiten 
können. Außerdem können sich rezeptorgesteuerte Potentialveränderungen im 
Gegensatz zu spannungs- und ligandengesteuerten Kanälen oft über Minuten hinziehen. 
Das Aufzeichnungsintervall muss also recht groß sein. In diesem Fall wird bei den 
Experimenten ein Zeitraum von 90sec − 5sec vor und 85sec − nach Applikation des 
Agonisten aufgezeichnet. 
Beide Anforderungen werden in der Ooclamp- Software erfüllt. Zusätzlich wird das 
Signal bei einer Frequenz von 125Hz aufgezeichnet, wodurch die Störeinflüsse aus dem 
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Das Programm beginnt unmittelbar nach dem Start des Versuches mit der Aufzeichnung 
der Messung, weshalb auf ein Oszilloskop verzichtet werden kann. Zellen, die schon 
das Ruhepotential nicht halten können, werden früh erkannt und können sofort 
verworfen werden. 
Unkompliziert wird das Integral unter der Kurve als Maß für die Aktivierung der 
calciumabhängigen Chloridkanäle berechnet. Hierdurch lassen sich Aussagen über die 
Stimulierung der Rezeptoren treffen (Gesamtcalciumfreisetzung).  
Die Daten  werden mit der Ooclamp- Software lückenlos aufgezeichnet, gesichert und 
dokumentiert [29]. 
 
2.2.3 Die Versuchsdurchführung 
 
Eine defollikulierte Zelle wird nun mit dem dunklen Pol nach oben in der Vertiefung 
des Hauptbades positioniert. An diesem Pol wird ihre Membran mit den beiden 
Mikroelektroden durchstochen.  
Das Programm der Ooclamp- Software zeigt unmittelbar nach Penetration der Membran 
die Ströme auf dem Bildschirm an. Das Membranpotential wird konstant bei -70mV 
gehalten. Die Zellen, die schon das Ruhemembranpotential nicht halten können, werden 
verworfen. Bei stabilen Zellen kann nun die Aufzeichnung gestartet werden. 
Um die G- Protein- Kaskade zu manipulieren wird eine entsprechende Substanz 
intrazellulär injiziert. 
Die Agonisten des zu untersuchenden Rezeptors werden mittels einer Pipette in einer 
bestimmten Menge (30µl) und Konzentration vorsichtig auf die Zelle appliziert.  
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Viele Informationsvorgänge in den Zellen von Lebewesen finden mit Hilfe von 
Rezeptoren statt. Rezeptoren können auf der Membran sitzen, intrazellulär liegen oder 
aber die gesamte Membran vollständig durchsetzen. Durch Bindung eines Agonisten 
ändern Rezeptoren ihre Konfirmation und lösen damit einen spezifischen Signalprozess 
aus.  
Bei der Signalübertragung über transmembranöse Rezeptoren spielen G- Proteine 
häufig eine wesentliche Rolle. Sie können über die Bildung von Second- Messenger 
Enzyme in der Zelle aktivieren oder deaktivieren.  
 
Lange war der Mechanismus, durch den der Agonist LPA wirkte, unsicher, jedoch 
unterstützten zahlreiche Hinweise die Beteiligung eines spezifischen G- Protein- 
gekoppelten Rezeptors [94]. Die Suche nach einem spezifischen LPA- Rezeptor war, 
durch das Fehlen eines spezifischen Antagonisten, Schwierigkeiten bei 
ligandenbindenden Experimenten sowie durch das ubiquitäre Vorkommen von Zellen, 
die auf LPA reagierten, erschwert [21]. 1992 konnte van der Bend zum ersten Mal, 
nachdem viele der Wirkungsweisen von LPA schon bekannt waren, einen spezifischen 
LPA- Rezeptor identifizieren [124].  
Mittlerweile weiß man, dass der LPA- Rezeptor einer großen Familie von G- Protein- 
gekoppelten Rezeptoren angehört [23, 93]. 
 
Die Lysophospholipid GPCRs werden durch lp- (bzw. edg-/ vzg- u.v.m.) Gene codiert, 
von denen zur Zeit acht verschiedene Untertypen bekannt sind [23].Drei dieser Gene, 
lpA1-3, codieren den LPA- Rezeptor [6, 7, 9, 23, 36, 41, 53, 63]. Die restlichen fünf Gene 
codieren die Sphingosin- 1- Phosphat (S1P)- und Sphingosylphosphorylcholin (SPC)- 
Rezeptoren [8, 63, 77, 122, 129, 130]. 
Die dosisabhängige Aktivierung der Rezeptoren kann unterschiedliche 
Signalübertragungswege über die G- Proteine [41] in Gang setzen. Dazu gehört die 
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von Arachoidonsäure und Hemmung von Adenytalcyclase [7, 65]. Außerdem kann sich 
die Aktivierung in morphologischen Zellveränderungen manifestieren [41, 53, 65]. 
Durch diese abweichenden Antworten der drei LPA- Rezeptoren auf denselben 
Agonisten kommt der Verdacht auf, dass es Unterschiede bei der G- Protein- Kopplung 
gibt. Und tatsächlich finden sich vier Klassen von heterotrimerischen G- Proteinen: Gs, 
Gi/o, G12/13 und Gq [23], die unterschiedliche Reaktionen der Zelle hervorrufen. 
An das Gs- Protein ist die Adenylatcyclase gekoppelt, die eine Bildung von cAMP aus 
ATP induziert. cAMP wirkt als intrazellulärer Botenstoff, der Kinasen via 
Phosphorylierung aktivieren bzw. deaktivieren kann. Gi inhibiert die Bildung von cAMP 
durch Reduktion der Funktion der Adenylzyklase [11, 80].  
Ein weiterer gut bekannter Signalübertragungsweg ist die Phospholipase C (PLC), die 
über die Herstellung von Inositol- 1, 4, 5- trisphophat (IP3) und Diacylglycerol (DAG) 
Signale weiterleitet [51, 89].  Er wird durch das Gq- Protein aktiviert. 
 
Neben dem Vorkommen auf humanen Zellen ist der LPA- Rezeptor auch auf den 
Oozyten des Xenopus laevis physiologischerweise ausgebildet [40, 47]. Es ist ein Gq- 
Protein- gekoppelter Rezeptor [56, 57]. Seine Aktivierung löst calciumabhängige 
Chlorideinströme über der Zelle aus [32, 39, 40].  
 
2.3.2 Der Rezeptor- Aufbau 
 
LPA- Rezeptoren sind in die Membran integrierte Proteine. Sie sind durch 
Aminosäuresequenzen charakterisiert, die sieben hydrophobische Domänen von etwa 
20- 25 Aminosäuren beinhalten. Diese sieben Sequenzen stellen den transmembranösen 
Anteil des Rezeptors dar. Man findet sie in einer Vielzahl von Organismen und sie 
übertragen, mit Hilfe von heterotrimerischen G- Proteinen, Signale in das Innere der 
Zelle. 
Die transmembranösen Domänen formen α- Helices und bilden die Liganden- 
Bindungsstellen.  
Extra- und Intrazellulär werden jeweils nochmals drei Schlaufen gebildet [74]. Der 
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Enden können in ihrer Länge sehr unterschiedlich sein, im Durchschnitt liegen sie bei 
10- 40 Aminosäuren.  
Die Bindungsstelle für das G-Protein befindet sich intrazellulär zwischen der ersten und 
zweiten Transmembranregion [47]. 
 
Abbildung 6  
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2.3.3 Die Signalübertragung  
 
Der LPA- Rezeptor gehört zu den G- Protein- gekoppelten Rezeptoren.  
 
Sobald der Agonist, LPA, an der Ligandenbindungsstelle des Rezeptors andockt, 
kommt es zu einer Konformationsveränderung des Rezeptors, so dass ein G- Protein 
gebunden werden kann.  
G- Proteine, Guanin- Nucleotid- bindende Proteine, bestehen aus drei Komponenten: 
einer α-, β- und γ- Untereinheit. Die α- Untereinheit ist in der Lage, ein Guanin-
Nukleotid, entweder GTP oder GDP, zu binden. Im Ruhezustand ist GDP (Guanin- di- 
phosphat) gebunden. 
Durch die Wechselwirkungen mit dem Rezeptor wird das G- Protein veranlasst das 
GDP gegen GTP auszutauschen. Hierdurch wird das G- Protein aktiviert und zerfällt in 
eine α- Einheit und eine βγ- Einheit. Die α- Einheit bindet an ein Effektorprotein und 
ändert dessen Aktivität. 
 
In unserem Fall handelt es sich bei dem Effektorprotein um das Enzym Phospholipase 
C. Dieses kann aus dem zweifach phosphoryliertem Membranlipid, 
Phosphatidylinositolbisphosphat (PIP2) die Second- Messenger Inositol-1, 4, 5- 
trisphosphat und Diacylglycerol erzeugen. 
Das lipophile DAG verbleibt in der Membran und aktiviert Protein- Kinasen vom Typ 
C. Diese Kinasen phosphorylieren in Gegenwart von Ca2+ Proteine und ändern dadurch 
deren Funktionszustand.  
Das hydrophile IP3 hingegen wandert zum endoplasmatischen Retikulum (ER) und 
bewirkt dort eine Ausschüttung von Ca2+ aus seinem Speicher. Normalerweise ist die 
Konzentration der Ca2+- Ionen im Cytoplasma sehr gering. Sie liegt zwischen 10- 
100nM und wird durch ATP- getriebene Ca2+- Pumpen und Na+/ Ca2+- Austauscher 
ständig niedrig gehalten. Die Ca2+- Wirkung wird nun über spezielle Ca2+- bindende- 
Proteine vermittelt. Hierzu gehört Calmodulin, welches durch Bindung von vier Ca2+- 
Ionen zu einem Steuerungselement wird. Es tritt mit anderen Proteinen in 
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In den Xenopus laevis- Oozyten wird über einen calciumabhängigen Chloridkanal ein 
vorübergehender Chlorideinstrom hervorgerufen [32, 39, 40]. 
 
Abbildung 7 
Übertragungskaskade vom Andocken des Agonisten an den LPA- Rezeptor bis zum 
Öffnen des Chloridkanals.  
Die Doppellinie präsentiert die Zellmembran. Der Agonist LPA bindet an den G-
Protein gekoppelten Rezeptor. Das G- Protein aktiviert die Phospholipase C. Die 
Phospholipase C spaltet Inositoltrisphosphat vom Zellmembran-gebundenen 
Phosphatidylinositolbiphophat ab. Inositoltrisphosphat aktiviert die IP3-sensitiven 
intrazellulären Speichern. Hieraus wird Calcium freigesetzt, welches wiederum Ca2+- 
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2.3.4 Die Modulation der intrazellulären Signalkaskade 
 
Zur genaueren Erforschung der Signalkaskade wird die den Gq- Proteinen 
nachgeschaltete Signalkaskade durch verschiedene Stoffe manipuliert.  
IP3 setzt bei direkter intrazellulärer Injektion Calcium frei. 
Heparin dient als spezifischer IP3- Rezeptorenblocker und unterbindet damit die 
Calciumfreisetzung fast vollständig. 
GTPγS ist ein GTP Analogon. Allerdings ist die terminale Phosphatgruppe nicht 
abspaltbar, so dass durch GTPγS aktivierte G- Proteine die Phospholipase C irreversible 
in Gang bringen.  
Aluminiumfluorid bildet mit  GDP einen Komplex, der die Dissoziation des G- Proteins 
in seine Untereinheiten begünstigt und es dadurch aktiviert.  
Geneticin (G418) wird in dieser Studie erstmals in Oozyten zur Modulation des 
Signalwegs verwendet. Es aktiviert die Phospholipase C allosterisch, wodurch 
Phosphatidylinositolbisphophat in IP3 und DAG aufgespalten wird und somit über das 
endoplasmatische Retikulum Calcium freigesetzt wird. 
Durch Injektion dieser Stoffe wird jeder einzelne Übertragungsschritt in Abwesenheit 
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Abbildung 8 
Manipulation der durch LPA in Gang gebrachten Signalkaskade.  
GTPγS bindet an die α-Untereinheit des G-Proteins und aktiviert dadurch die PLC. 
Heparin gilt als spezifischer IP3-Rezeptorenlocker und blockt die Kaskade somit an 
dieser Stelle. AlF-4 bildet mit dem GDP des G-Proteins einen Komplex, der die 
Dissoziation des G-Proteins in seine Untereinheiten begünstigt und dieses somit 
aktiviert. Geneticin aktiviert die Phopholipase C allosterisch und unterstützt damit die 
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2.3.5 Der Agonist 
  
Struktur der LPA 
Lysophosphatsäure − LPA, 1- Acyl- 2- sn- Glycerol- 3- Phophat − ist ein einfaches 
physiologisch vorkommendes Lysophospholipid. Es ist ursprünglich bekannt als ein 
Zwischenprodukt der de- novo- Biosynthese von Membranphospholipiden. 
Trotz des ubiquitären Vorkommens und seiner physiologischen Bedeutung, ist relativ 
wenig über die biochemischen Eigenschaften von LPA bekannt. 
LPA besteht aus einer Hydroxyl-, einer Phosphat- Hälfte sowie einer Alkylkette, 
wodurch es wesentlich wasserlöslicher ist als andere Langekettenlipide. Wegen dieser 
Hydrophilie muss LPA nach seiner Bildung nicht Membran- assoziiert bleiben.  
Die Länge und die Sättigung der Alkylkette sind variabel, weswegen man von einer 
Familie von Lysophosphatidsäuren sprechen muss [82]. Eine Veränderung an der 
Hydroxyl- oder Phosphatgruppe führt zu einer Inaktivierung. Durch Modifikation der 
Alkylketten wird lediglich die Wirksamkeit verändert [119, 120]. 
Die bekannteste Produktionsstätte bilden die durch Thrombin aktivierten Blutplättchen, 
die Thrombozyten.  
Der größte Teil des LPAs wird durch Deacylierung aus neu gebildeter Phosphatsäure 
hergestellt. Die Deacylierung erfolgt durch Phospholipase A2. Der Produktion folgt die 
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Abbildung 9 
LPA- Herstellung aus neu gebildeter Phosphatidsäure in aktivierten Zellen durch 















Der Abbau von LPA erfolgt in intakten Zellen. In Fibroblasten wird LPA zu 
unterschiedlichen Teilen in Monoacylglycerol, Diacylglycerol und Phosphatsäure 
hydrolysiert. Durch die enzymatische Zerlegung wird LPA inaktiviert und die Dauer 
und Stärke seiner Wirkung limitiert [92, 124]. 
In Gegenwart von Calciumionen fällt LPA in wässerigen Lösungen aus, was im Plasma 
durch seine Bindung an Albumin verhindert wird. Die biologischen Effekte von LPA 
hingegen sind nicht von der Bindung an Albumin abhängig [92]. 
 
Wirkungsweise 
Mittlerweile wurde LPA auch als ein interzelluläres Signalüberträgermolekül entdeckt, 
welches spezifische Subtypen der G- Protein- gekoppelten Rezeptoren aktiviert und eine 
Reihe verschiedener biologischer und pathophysiologischer  Antworten  an einer 
Anzahl von Zelltypen hervorruft [92-94, 97].  
LPA wird schnell durch aktivierte Zellen produziert und freigegeben, um die Zielzellen 




  25 
Die Thrombozyten, als bekanntester Produktionsort, geben, je nach Aktivitätszustand,  
auf einen Entzündungsreiz hin ihr Produkt frei. Weiterhin wird es aber auch von 
verletzten Endothelzellen, Fibroblasten, Leukozyten und Tumorzellen freigesetzt [92, 
127]. 
Das aus den Blutplättchen stammende LPA hat alle wichtigen Merkmale eines 
Mediators der Wundheilung und Geweberegeneration. Es ist ein autokriner Stimulus der 
Plättchenaggregation [23, 34, 75, 92, 93], des Fibroblastenwachstums [66, 92, 117, 
123], der glatten Muskulatur von Gefäßen [93, 121] und der Keratinozytenproliferation 
durch Steigerung der Produktion von TGF- α und TGF- β [102]. Weiterhin fördert es 
die Zellfestigkeit [71], die Bindung von Fibronektin an die Zelloberfläche [129] sowie 
Neuritenretraktion [66, 117], welches ebenfalls wichtige Bestandteile der Wundheilung 
sind.  
Da LPA ein Produkt des Blutkoagulationprozesses ist, befindet es sich natürlicherweise 
im Serum. Hier ist es in physiologisch relevanten Dosen, 2- 20µM, an Serumalbumin 
gebunden [34, 92, 93, 117].   
 
Seit den anfänglichen Studien wird die Reaktion auf LPA an vielen verschiedenen 
Zelllinien getestet und nachgewiesen, wodurch die Liste der biologischen Wirkungen 
immer weiter wächst. 
Es wurde gezeigt, dass LPA eine Rolle bei der Pathogenese von Atherosklerose und 
seine thrombotischen Komplikationen spielt, indem es sich in atherosklerotische 
Plaques anhäuft, wo es dann die Rolle des wichtigsten plättchenaktivierenden Lipids 
übernimmt [110].   
 
Neben der wichtigen Rolle im Blutkoaglationsprozess spielt die Stimulation durch LPA 
auch eine Rolle bei Änderungen der Zellmorphologie [33, 66, 67, 105, 117], der 
Zellmotilität sowie der Einleitung Mitogenese über RAS, Tumorwachstum und die 
verstärkte Tumorzellinvasivität [20, 21, 93, 94].  
Erhöhte Plasmaspiegel von LPA wurden bei Patientinnen mit Ovarialtumoren gefunden, 
weswegen LPA für einen möglichen Tumormarker im Frühstadium des Ovarialkrebs 
gehalten wird [35, 38].  Es kommt in vitro zu einer  Zunahme der Zellproliferation in 
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Diese zellulären Reaktionen auf LPA geschehen meist auf submolekularer Ebene [93]. 
 
Interessanterweise wird den NSAIDs eine Wirkung zugeschrieben, die den Effekten auf 
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2.4 Statistik 
 
Die Daten werden mit Hilfe eines IBM- kompatiblen PC ausgewertet. Das Programm 
SigmaPlot 8.02 (SSPS Inc.; Chicaco, IL 60606, USA) dient zur Erfassung der Daten. 
Zur statistischen und graphischen Auswertung wird SigmaStat verwendet. Folgende 
Testverfahren werden angewandt: 
      
2.4.1 Deskriptive Statistik 
 
Die deskriptive Untersuchung der Daten dient einer ersten  Veranschaulichung der 
Daten, um zu sehen, ob es verschiedene Häufungen eines Merkmals zwischen der 
jeweiligen Bezugs- und Kontrollgruppen gibt. In unseren Versuchen richtet sich das 
Augenmerk auf die Menge an Ladung, die zur Aufrechterhaltung der Spannung über der 
Oozytenmembran notwendig ist.  
Es werden der Mittelwert, der Median, die Standardabweichung und die Extremwerte 
der Variablen errechnet. Zeigen sich Unterschiede in den Mittelwerten, folgt eine 
Analyse hinsichtlich statistisch signifikanter Unterschiede mit einer 




Der Student‘s t-Test ist ein parametrischer Test und setzt eine Normalverteilung 
vorraus. Es gibt ihn für verbundene und unverbundene Stichproben.  
Getestet wird, ob eine Differenz zwischen zwei Gruppen im Rahmen einer möglichen 
zufälligen Abweichung liegt, bezogen auf Mittelwert und Standardabweichung in einer 
normalverteilten Population. Es ist die Summe aller quadrierten Abweichungen der 
einzelnen Messwerte vom arithmetischen Mittel, dividiert durch die Anzahl der 
Messwerte. 
Hier wird der t- Test für unverbundene Stichproben benutzt. Im Falle, dass die 
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2.4.3 Rangsummen-Test (Mann- Whitney) 
 
Der Mann- Whitney- Wilcoxon Test ist ein nichtparametrischer Zweistichprobentest für 
unverbundene Stichproben mit stetigen Merkmalen. Er wird z.B. zum Vergleich von 
Kontroll- und Probandengruppen verwendet. Die Varianz des betrachteten Merkmals 
sollte in beiden Gruppen gleich verteilt sein. Der Test prüft, ob die Verteilung auch 
hinsichtlich der Lage übereinstimmt. 
 
2.4.4 Hill- Koeffizient 
 
Regressionsgleichungen beschrieben die stochastischen Zusammenhänge der Variablen. 
Man benötigt sie zu Merkmalsvorhersagen. In dieser Arbeit soll eine Beschreibung 
ermöglich werden, die Auskunft über die Größe einer Antwort auf einen Agonisten oder 
eine zu untersuchende Substanz gibt. Dies ist mit Hilfe der Hill- Gleichung möglich, aus 
der eine Dosis-Wirkungskurve abgeleitet werden kann. 
 
f (x) = y min + ( y max – y min ) ( 1- [x n /  x 50  + x n ] )  
 
 Y max  und y min  stellen die minimal, bzw. die maximal erhaltene Antwort dar; n ist der 
Hill- Koeffizient und x50  ist der Punkt der halbmaximalen Antwort. Sind ymax  und ymin  
bekannt und ist x50 abschätzbar, so kann mittels Näherung aus den Werten der Ordinaten 
und Abszissen der optimale Kurvenverlauf errechnet werden. Weiterhin ist der Hill-
Koeffizient n ein Maß dafür, wie viele Liganden benötigt werden, um einen Rezeptor zu 
stimulieren. Er sollte einer ganzen Zahl entsprechen (n = 1, 2, 3 etc.). 
Die Güte der Regressionsgleichung bezeichnet man als Fitting und wird durch den 
Korrlationskoeffizienten r ausgedrückt. R gibt an, wie stark die Punktwolke der 
Messwerte um die Regressionskurve streut. Sie wird als r2 ausgedrückt. Idealerweise 








  29 
2.4.5 Power- und Fallzahlenberechnungen 
 
Die Poweranalyse ermittelt prospektiv die minimale Zahl der Messungen, die 
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2.5 Lösungen und Medikament 
 
2.5.1 Standard- Lösungen 
 
Die Zubereitung der Lösungen erfolgt aus destilliertem Wasser und den in Tabelle 1 
angegebenen Chemikalien. Mit Hilfe eines Magnetrührers werden die Zutaten in einem 
Becherglas durchmischt. Der angegebene pH- Wert wurde durch Zugabe von 
konzentrierte NaOH, bzw. HCl- Lösung und unter Kontrolle eines pH- Meters (Knick 
Typ 507; 48249 Dülmen, Deutschland; pH- Elektrode: Schott Blueline 12pH; 55122 
Mainz, Deutschland) eingestellt. 
 
 
 Tyrodes OR2 Barth 
NaCl  150 82,5  88 
KCl 5 2,0  1 
MgCl2 1 1,0  1 
Hepes 10 5,0 15 
Dextrose 10 - - 
CaCl2 2 - 0,41 
NaHCO3 - - 2,4 
MgSO4 1 - 0,82 
Ca2 NO3 - - 0,3 
Gentamycin - - 0,1 
pH 7,4 7,5 7,6 
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2.5.2 Nichtsteroidale Antiphlogistika 
 
Acetylsalicylsäure  
Acetylsalicylsäure (ASS) gehört zu den sauren antipyretisch wirkenden Analgetika. 
Die Summenformel lautet HOOC- C6H4- COOCH3. 
Bei der Herstellung wird zunächst aus Phenol in einer Kolbe- Schmidt- Reaktion 
Kohlendioxid  angelagert: Das Natriumion komplexiert zwischen der Hydroxygruppe 
des Phenols und dem durch die Reaktion negativ geladenen, einfach gebunden 
Sauerstoff des Kohlendioxids und bewirkt ein selektives Dirigieren des Kohlendioxids 
in die ortho- Stellung. Damit entsteht die Salicylsäure. An die Salicylsäure wird mit 
Essigsäureanhydrid eine Acetylgruppe angelagert, es entsteht die Acetylsalicylsäure 
[70, 73]. 
 
ASS wird schnell und nahezu vollständig resorbiert.  
Da ASS im sauren pH- Bereich des Magens überwiegend in nicht- dissoziierter, gut 
lipidlöslicher Form vorliegt, wird es zum Teil schon hier aufgenommen.  
Nach Diffusion in die Schleimhautzellen dissoziiert sie entsprechend dem höheren 
intrazellulären pH (pKa der ASS: 3,8). So wird ein hoher Konzentrationgradient für die 
Diffusion aufrechterhalten. Die nun folgende Abdiffusion in das Interstitium und in die 
Kapillaren ist wegen der fehlenden Lipidlöslichkeit der dissoziierten Form langsamer, 
weswegen es zu einer Anreicherung in der Magenschleimhaut und den entsprechenden 
Nebenwirkungen kommt. 
Nach der Resorption verteilen sich Salicylate schnell in alle Gewebe, besonders in 
Nieren, Leber, Lunge, Synovialflüssigkeit, Milch und Speichel.  
Die Plasmaeiweißbindung erreicht 50- 80%.  
 
Zwischen Hemmung der Prostaglandinsynthese überträgt die Acetylsalicylsäure einen 
Acetylrest auf das aktive Zentrum der Cyclooxygenase, die somit endgültig inaktiviert 
wird. 
ASS wird durch Esterasen im Plasma und im Gewebe rasch (Halbwertzeit, HWZ, 
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(Deacetylierung). In der Leber erfolgt die kapazitätslimitierte Konjugation mit Glycin 
und Glucoronsäure. Letztendlich wird die Salicylsäure und ihre Metaboliten renal 
ausgeschieden. Die Ausscheidung ist vom Urin- pH abhängig. 
 
In der Schmerztherapie ist die Anwendung von ASS keineswegs auf schwache 
Schmerzen beschränkt, sondern erstreckt sich auch auf die initiale Schmerzbehandlung 
bei Tumor- Patienten, nach dem Stufenschema der WHO, und kann im akuten 
Migräneanfall intravenös (i.v.) werden. 
Die Wirksamkeit der Substanz wird durch seinen Säurecharakter unterstützt. Die 
schwachen Säuren liegen in entzündetem Gewebe mit niedrigem pH zu großem Teil in 
nicht- dissoziierter Form vor und werden somit als lipophile Substanzen lokal 
angereichert. 
Die unerwünschten Wirkungen von ASS sind weitläufig. Sie reichen von subjektiven 
gastrointestinalen Störungen bis zu Magenulzera, welche unter intravenöser Gabe 
seltener beobachtet werden. Es kommt zu Störungen der Harnsäureausscheidungen − 
diese sind dosisabhängig−, „Aspirin- Asthma“, dem Reye- Syndrom bei Kindern, und 
bei Langzeitanwendung wirkt ASS auch nephrotoxisch.  
Eine auch therapeutisch nutzbare Nebenwirkung stellt die 
Thrombozytenaggregationhemmung dar, die schon bei sehr niedrigen Dosen erzielt 
wird. Thrombozyten können keine Enzyme nachbilden und die Cyclooxygenase − wie 
oben beschrieben−  wird irreversibel gehemmt,  so dass die gerinnungshemmende 
Wirkung für den Rest des Lebens der Thrombozyten (durchschnittlich etwa 7- 10 Tage) 
anhält. 
Aspirin®, Acetylsalicylsäure (ASS), stammt von der Bayer AG, 51368 Leverkusen, 
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Abbildung 10 


















Diclofenac hat eine HWZ von ein bis zwei Stunden. Es wird vollständig hepatisch 
metabolisiert und vorwiegend renal eliminiert.  
Diclofenac wird auch als unselektiver COX- Hemmer bezeichnet, da es besonders die 
Cyclooxygenase 2, COX- 2, hemmt. 
Typische Anwendungsgebiete von Diclofenac sind Arthrose, rheumatoide Arthritis, 
Schwellungszustände nach Sportverletzung und Operationen, Rückenschmerzen und 
Bandscheibenvorfälle. Bei rheumatischen Erkrankungen wird heutzutage −wegen 
höherer Wirksamkeit gegenüber ASS− häufig Diclofenac eingesetzt. Der Einfluss von 
Diclofenac auf die Blutgerinnung ist jedoch vergleichsweise gering. 
Diclofenac -2 - [(2,6-Dichlorophenyl)amino] benzeneacetic acid- (SACG, Steinheim, 
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Abbildung 11  










Das verwendete LPA stammt von der Sigma Aldrich Chemie GmbH (SACG, 89552 
Steinheim, Deutschland). Es liegt als Natriumsalz vor, das mit Chloroform in Lösung 
gebracht wird. Die Stammlösung weist eine Konzentration von 10-2M auf. Das 
Chloroform wird vor Herstellung geringer konzentrierter Lösungen verdunstet, da seine 
Auswirkungen auf das Oozytenmodell nur schwer abschätzbar sind. 
Physiologischerweise ist LPA an Plasmaproteine gebunden, die seine Lösung 
vermitteln. Hier wird LPA deswegen mit 0,1% Rinderalbumin (Bovines Serum 
Albumin- BSA fatty acid free; ICN Biomedicals; Costa Mesa, CA) in Tyrodes gelöst. 
Um aus einem Mikroliter Stammlösung eine 10-3 molare Lösung herzustellen, werden  
50µl bovines Serumalbumin (BSA) und 450µl Tyrodes hinzugefügt. Das BSA dient als 
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2.5.4 Sonstige Lösungen und Materialien 
 
Alle Substanzen stammen von Sigma Aldrich (Laborchemikalien GmbH, 30926 Seelze, 
Deutschland). Sie wurden, soweit nicht extra aufgeführt, in 0,15M KCl- Lösung gelöst.  
KCl- Lösung: Zur Herstellung von KCl- Lösung löst man 150mM in destilliertem 
Wasser auf. 
Kollagenase- Lösung: Die Kollagenase- Lösung wird aus 1mg Kollagenase Typ A 
(Clostridiopeptidase A; EC3.4.24.3 von Clostridium hystolyticum der Boehringer 
Mannheim GmbH, 68298 Mannheim, Deutschland) auf  1ml  OR2- Lösung hergestellt.  
BSA: bovines Serumalbumin, als 1g Natriumsalz wird in 100ml Tyrodes gelöst. 
GTPγS: 3x 10-8 l von 0,1M  Guanosin 5`-O -(2-Thiophosphat). 
Heparin: 5x 10-8 l 2g/l Heparin (Glucosamin- N- sulfat, Glucosamin- O- sulfat, 
Glucoronsäure- O- sulfat- mucopolysaccharid,  als Natriumsalz, 5000 i.U.). 
EDTA: 5x 10-8 l einer 10-2M EDTA- Lösung (Ethyldiamintetraessigsäure).  
NaF und AlCl3: zur Herstellung von AlF4−  wurde in destilliertem Wasser gelöst. 
IP3: 3x 10-8 l von 2x 10-3M D- myo- Inositol-1, 4, 5 (trisdihydrogenphosphat)- 
Phosphat. 
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3. Ergebnisse 
 
3.1 Die Wirkung von LPA ist konzentrationsabhängig 
 
Der G- Protein gekoppelte LPA- Rezeptor ist auf den Xenopus laevis- Oozyten 
physiologischerweise ausgebildet [40, 47].   
LPA (1- Acyl- 2- sn- Glycerol 3- Phosphat) induziert in Xenopus laevis Oozyten 
vorübergehend einen Chloridstrom [97, 117]. Es handelt sich um einen Einstrom, der 
durch eine IP3 vermittelte Calcium- Freisetzung aus dem endoplasmatischen Retikulum 
zustande kommt (ICl(Ca)), resultierend aus der Stimulation Gq- Protein gekoppelter 
Rezeptoren [29, 50].  
30µl LPA werden über 1- 2sec der Oozyte zugeführt. Nach spätestens 3- 8sec wird in 
der Regel ein maximaler Strom mit Stärken von bis zu 2µA gemessen und 
aufgezeichnet. Innerhalb des Messintervalls, 85sec, kehrt das aufgezeichnete Signal 
wieder auf sein Ausgangsniveau zurück. Später auftretende kleine Stromspitzen und 
Fluktuationen werden durch in der Repolarisationsphase einströmendes extrazelluläres 
Calcuim erklärt [25]. 
Diese Antwortkurve ist charakteristisch für den calciumabhängigen Chlorideinstrom 
ICl(Ca) [29, 30, 50].  
Eine  Konzentration von 10-6M LPA führt zu einer Ladungsverschiebung von 8,14µC.  
Die Trägerlösung besteht aus Tyrode’s und BSA (bovines Serumalbumin). BSA dient 
dem LPA, wie auch unter physiologischen Bedingungen [34, 92, 93, 117], als 
Trägersubstanz. Bei alleiniger Injektion von BSA auf eine Oozyte zeigten sich keine 
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Abbildung 12 
A Chlorideinstrom nach Applikation von 30nl 10-6M LPA über zwei Sekunden. Der Pfeil  
markiert die LPA- Applikation. Die Ladungverschiebung betrug 8,14µC. 
B Kurve nach Applikation von 30nl Trägerlösung aus Tyrode’s und 0,1% fatty acid free 






Der Effekt von LPA auf die Zellen ist konzentrationsabhängig. Messungen mit 
Konzentrationen von 10-9 bis 10-3M ergaben konzentrationsabhängig ansteigende 
Mittelwerte. Es wurden jeweils mindestens 7 Messwerte für eine Beobachtungseinheit 
herangezogen.  
Zur Beschreibung der Zusammenhänge der Agonistenmenge und der 
Ladungsverschiebung erfolgt mit Hilfe der Hill- Gleichung die Erstellung einer Dosis-
Antwortkurve. Hierdurch wurde der  EC50, die Konzentration, bei der der halbmaximale 
Effekt vorliegt, ermittelt.   
Der EC50 für LPA liegt bei 3,16 ± 0,26 x 10-7 M bei einem Hill- Koeffizienten von 
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Abbildung 13 
LPA aktiviert den endogenen LPA- Rezeptor in Xenopus laevis Oozyten 
konzentrationsabhängig. Maximale ICl(Ca)  durch LPA 10-4M LPA (ymax) waren 15,55+ 
0,49µC. Als Konzentration mit dem halbmaximalen Effekt (EC50)  wurde, passend zur 
unten gezeigten Kurve mit der Hill- Gleichung, 3,16± 0,26x10-7M berechnet. Der Hill- 
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Um den Effekt von ASS auf die Signaltransduktion zu ermitteln wurden Oozyten bei 
Raumtemperatur für 10 Minuten in Tyrode’s mit ASS inkubiert. Im Anschluß wurde die 
Stromkurve unter der Zugabe von 30nl 10-6M LPA abwechselnd im Vergleich zu in 
reiner Tyrode’s Lösung gebadeten Oozyten aufgezeichnet und ausgewertet. 
 
Da auch bei der Hemmung durch ASS ein konzentrationsabhängiger Effekt vermutet 
wurde, wurden Lösungen unterschiedlicher Konzentrationen (10-9- 10-3M) ASS 
hergestellt. 
Während der nachfolgenden Messung, bei der 1µM LPA appliziert wurde, konnte eine 
deutliche Reduktion des ICl(Ca) beobachtet werden. Bei der höchsten ASS-Konzentration 
wurde eine Verringerung des Stromes auf 21,8 % im Vergleich zu Kontrollzellen des 
gleichen Tages beobachtet. 
Die Hemmung durch ASS erwies sich als konzentrationsabhängig.  
Die halbmaximale inhibitorische Konzentration (IC50) berechnet durch die Hill- 
Gleichung liegt bei 9,6± 4,6x 10-7M, bei einem Hill- Koeffizienten von 0,72± 0,24. Der 
maximale Einstrom ICl(Ca) liegt bei 15,97± 1,50µC (Tabelle 2). 
Interessanterweise deckt sich der IC50 mit der klinisch benutzten Konzentration von 
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Abbildung 14 
Lysophosphatsäure- Signal induziert durch 1µM LPA in Kontrollzellen und in Oozyten, 
die zehn Minuten in Acetylsalicylsäure bei Konzentrationen von 10-9- 10-3M inkubiert 
waren.  
Der Pfeil markiert die LPA- Applikation. Der Strom wurde integriert und als 
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Abbildung 15 
ASS inhibiert das LPA- Rezeptor- Signal in einer konzentrationsabhängigen Weise.  
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Abbildung 16 
Die Dosis- Inhibitionskurve von ASS auf LPA 10-6M. Kurvenanpassung nach Hill-
Gleichung ergab eine halbmaximale Hemmkonzentration von 9,6±  4,6x 10-7 M.  und 
einen Hill-koeffizienten von 0,72. n≥ 7 für jeden Datenpunkt. (*p<  0,05; ** p< 0,01 und 
***p<  0,001, statistische Signifikanz nach Student’s t- Test) Kontroll- ICl(Ca)  ist 15,91± 
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3.2.2 Diclofenac 
 
Ebenso wie für ASS wurden für Diclofenac Lösungen mit Konzentrationen von 10-9 bis 
10-3M hergestellt, in denen die Oozyten für etwa 10 min inkubiert wurden.  
Nach Applikation von 1µM LPA kann auch in diesem Fall eine Reduktion der 
Chlorideinwärtsströme ICl(Ca)  auf 15,2 % festgestellt werden. 
Die Hemmung des Stroms ist auch hier konzentrationabhängig. Der IC50 beträgt 1,9± 
0,7 x 10-6M bei einem Hill Koeffiezienten von 0,56± 0,11. Der größte Einstrom ICl(Ca) 
lag bei 23,58± 1,56µC (Tabelle 2).  




Lysophosphatsäure- Signal induziert durch 1µM LPA in Kontrollzellen und in Oozyten, 
die zehn Minuten in Diclofenac inkubiert waren.  
Der Pfeil markiert die LPA- Applikation. 
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Abbildung 18 
Diclofenac inhibiert das LPA- Rezeptor- Signal in einer konzentrationsabhängigen 
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Abbildung 19 
Die Dosis- Inhibitionskurve von Diclofenac auf LPA 10-6M. Kurvenanpassung nach 
Hill- Gleichung ergab eine halbmaximale Hemmkonzentration von 1,9± 0,7x 10-6M und 
einen Hill- Koeffizienten von 0,56. n≥ 7 für jeden Datenpunkt. (*p<  0,05; ** p< 0,01 
und ***p<  0,001, statistische Signifikanz nach Student’s t- Test) Kontroll- ICl(Ca)  ist 
25,43± 0,96µC. (Balkendiagramm Abbildung 18) 
 
 


























  46 
 
Tabelle 2  ASS und Diclofenac, IC50 – Werte. 
NSAIDs IC50  (M) Hill- Koeffizient Emax (µC) R2 
ASS 
 
9.6 ± 3.6 x 10-7      
 
0.72 ± 0.24 
 









3.2.3 Reversibilität der NSAID- Wirkung 
 
Um zu zeigen, dass die Hemmung durch die NSAIDs reversibel ist, wurden die Oozyten 
zehn Minuten in den jeweiligen Lösungen inkubiert. Die Ströme sind daraufhin im 
Vergleich zu Kontrollzellen signifikant verringert (p< 0,001). Nach einer zweistündigen 
Erholungszeit in Barth‘s solution, konnte eine komplette Wiederherstellung der 
Rezeptorfunktion beobachtet werden. Die Auswirkungen der NSAIDs sind somit nicht 




zeigt die Reversibilität der Inhibition von ASS und Diclofenac auf die LPA- Antwort. 
(A) mit 1mM ASS 
(B) mit 1mM Diclofenac 
Der erste Balken zeigt Kontrollantworten auf LPA. Durchschnittliche Antwort in den 
Kontrollgruppen: 28,16± 1,21 µC bzw. 21,19± 2,10 µC, n= 11 und n= 15. 
Der zweite Balken zeigt die Inhibition der LPA- Antwort durch die jeweiligen NSAIDs. 
Beide NSAIDs (1 mM Lösung) inhibieren den LPA- induzierten ICl(Ca)  (Ströme reduziert 
auf (A) 3,47± 0,86 µC bzw. (B) 3,86± 1,22 µC, n≥ 7) signifikant (***p<  0,001). 
Zur Prüfungen der Reversibilität, wie auf Balken 3 gezeigt, wurden die Oozyten 30 
Minuten in eine NSAID- Lösung und hinterher zwei Stunden in eine normale Barth-
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Nach der 2- stündigen Erholungsphase wurden Oozyten mit 10-6M LPA injiziert. ICl(Ca), 
n≥ 7. 
 




 (B) CTRL 21,82±  3,46 µC; 4,76 µC (1mM Diclofenac); 22,2 µC (Erholung) 
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3.3 Identifikation des Wirkungsortes von NSAIDs 
 
3.3.1 Wirkung der NSAID auf Inosiltoltriphosphat  
 
IP3 setzt, durch Stimulation eines spezifischen Rezeptors auf der Membran des 
endoplasmatischen Retikulums, Ca2+ aus dem endoplasmatischen Retikulum der Zelle 
frei.  
Durch Injektion von 50,60nL einer 2mM IP3- Lösung wurden, wie in verschiedenen 
Artikeln bereits berichtet [58, 115], Membranströme ähnlich denen, die bei 
Rezeptorstimulation ausgelöst werden, hervorgerufen. 
Heparin blockiert selektiv endogene  IP3- Rezeptoren[97, 101].  
Um zu zeigen, dass das IP3 auch wirklich Bestandteil der Stoffwechselkaskade ist, die 
durch LPA in Gang gesetzt wird, wurde 50nl niedermolekulares Heparin in einer 
Konzentration von 2ng/nl in die Zelle injiziert. Nach zehnminütiger Inkubation konnte  
Zugabe von LPA nur noch sehr schwache Antworten auslösen. 
KCl, als Trägelösung des IP3, vermochte keine Ströme auszulösen. 
Hieraus ist zu schließen, dass die Antwort von Ca2+ abhängig ist und hauptsächlich 
durch Ca2+- Ausschüttung aus den IP3- abhängigen Speichern des endoplasmatischen 
Retikulums erfolgt. 
 
Nachdem die Zellen zehn Minuten  in Aspirin inkubiert waren, zeigte sich bei Injektion 
von IP3 keine signifikante Änderung der Membranströme.  
Die durchschnittliche Antwort der Kontrollzellen lag bei 12,26± 1,39µC. Durch IP3 
ausgelöste Antworten von in ASS inkubierten Zellen betrugen 9,59± 2,95µC.  
Die Ströme der in Diclofenac inkubierten Zellen ergaben Werte um 12,48± 2,08µC und  
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Abbildung 21 
Balkendiagramm zur Inhibition von IP3- induzierten ICl(Ca) durch NSAIDs in Prozent.  
Unter Umgehung des G- Protein-  Rezeptor wurden die intrazellulären Calcium-
Speicher im endoplasmatischen Retikulum direkt durch intrazelluläre Mikroinjektion 
von 50,60nL IP3 (2mM) in beide Gruppen, Kontroll- und Untersuchungsgruppe, 
aktiviert.  
Die zu untersuchenden Zellen wurden zuvor zehn Minuten in den jeweiligen NSAID- 
Lösungen inkubiert. 
Die Kontrollgruppe (graue Balken) zeichnet sich durch unbehandelte Zellen, die 
lediglich durch intrazelluläre Injektion der unterschiedlichen Stoffe (IP3, Phospholipase 
C, GTPγS, Aluminiumfluorid), gelöst in 150mM KCl, stimuliert wurden aus (n≥ 8). 
 
Die Antwort der Kontrollzellen(12,26± 1,39µC) wurde gleich 100 Prozent gesetzt. Die 
schwarzen Balken zeigen die prozentualen Antwortströme von mit ASS (9,59± 2,95µC) 
bzw. Diclofenac (12,48± 2,08µC) behandelten Oozyten die bei 78,22% bzw. 101,79% 
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3.3.2 Wirkung der NSAID auf die Phospholipase C 
 
Phosphatidylinositolspezifische- Phospholipase C (PI-PLC oder PLCβ) spaltet 
Phosphatidylinositolbiphosphate (PIP2) in Inositoltriphosphat und Diacylglycerol 
(DAG) (Abbildung 11).  
Wie bei Morris et al. beschrieben aktiviert das Aminoglycosid Geneticin (G418) PI- 
PLC allosterisch [95]. Bisher wurden weder Geneticin noch ein anderer PI- PLC- 
Aktivator in dem Xenopus laevis- Modell angewendet.  
Durch Injektion 50,6nL einer 0,3mM G418- Lösung in die Oozyten konnten 
Antwortströme ICl(Ca) von 4,58± 0,76 µC in den Kontrollzellen aufgezeichnet werden.  
 
Auch diesmal wurde um zu zeigen, dass die durch Geneticin- induzierten Ströme dem 
physiologischen Weg folgten, wurden die Zellen mit 25 ng Heparin (Heparin blockiert 
selektiv endogene  IP3- Rezeptoren [97, 101], s.o.) injiziert. Zehn Minuten nach der 
Injektion konnten durch LPA- Zugabe nur geringe Antwortströme in den Zellen 
ausgelöst werden. Es wurde eine signifikante Antwortreduktion auf nur 15% der 
Kontrollzellantwort (0,67± 0,27µC) beobachtet.  
Daraus lässt sich schließen, dass die intrazelluläre Ca2+- Freisetzung, die durch G418 
induziert wurde, über IP3 übertragen wurde. 
 
Nach Inkubation in der jeweiligen NSAID- Lösung wurde nun Geneticin injiziert. 
Es ließ sich kein signifikanter Unterschied in den durch Geneticin- induzierten 
Antworten mit oder ohne Behandlung durch Aspirin (4,13±  0,82µC) erkennen. 
Derselbe Versuch mit in Diclofenac inkubierten Oozyten erbrachte Werte von 3,22± 
0,54µC und damit gleichermaßen keinen signifikanten Unterschied zur Kontrolle. 
Der Angriffspunkt muss dementsprechend vor der Phospholipase C in der Kaskade 
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Abbildung 22 
Balkendiagramm zur Inhibition Geneticin (G418)- induzierter ICl(Ca) durch NSAIDs in 
Prozent. 
Unter Umgehung des G- Protein- Rezeptors wurde die Phospholipase C direkt durch 
intrazelluläre Mikroinjektion von 50,60nL Geneticin (G418; 0,3mM) in beide Gruppen, 
Kontroll- und Untersuchungsgruppe aktiviert.  
Die zu untersuchenden Zellen wurden zuvor zehn Minuten in den jeweiligen NSAID- 
Lösungen inkubiert. 
Die Kontrollgruppe (graue Balken) zeichnet sich durch unbehandelte Zellen, die 
lediglich durch intrazelluläre Injektion der unterschiedlichen Stoffe, gelöst in 150mM 
KCl, stimuliert wurden aus (n≥ 8). 
Die Antwort der Kontrollzellen(4,58±  0,76 µC) wurde gleich 100 Prozent gesetzt. Die 
schwarzen Balken zeigen die prozentualen Antwortströme von ASS (4,13±  0,82 µC) 
bzw. Diclofenac (3,22±  0,54 µC), die bei 90,17% bzw. 70,31% der Kontrollantworten 
lagen und damit keine signifikante Hemmung zeigten. 
Das erste Balkenpaar zeigt, dass Heparin, ein IP3- Rezeptor- Antagonist, im Vergleich 
zu den Kontrollzellen, die Signalkaskade, die durch Geneticin induziert wurde 
signifikant auf nur 14,63 % hemmt. Somit wurde gezeigt, dass die Geneticin- 
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3.3.3 Wirkung auf GTPγS- ausgelöste Antworten 
 
Um den Signalweg nach der Phospholipase C zu prüfen, wurden die G- Proteine durch 
intrazelluläre Injektion von GTPγS aktiviert. Dies ist ein nicht- hydrolysierbares GTP-  
Analogon. Es kann nicht durch die intrinsische GTPase- Aktivität der α- Untereinheit 
des G- Proteins dephosphoryliert werden [115]. Das G- Protein wird somit irreversibel 
aktiviert und damit die Phospholipase C in Gang gesetzt. 
Wie auch schon zuvor wurden die Zellen zehn Minuten in ASS inkubiert. Nachfolgend 
wurde 50,6nl von 100mM GTPγS in die Zellen injiziert und diese in Bezug zur 
Kontrolle gesetzt. 
Es zeigte sich hierbei eine signifikante Reduktion der durch GTPγS- induzierten Ströme 
gegenüber den Kontrollzellen auf 41 %. 
Die Messungen der in Diclofenac inkubierten Zellen ergaben ebenfalls einen 
signifikanten Unterschied. Hierbei zeigte sich  eine Reduktion der Ströme auf 46 %. 
 
Abbildung 23 
Balkendiagramm zur Inhibition GTPγS- induzierter ICl(Ca) durch NSAIDs in Prozent. 
Unter Umgehung des G-Protein- Rezeptors wurde das G-Protein direkt durch 
intrazelluläre Mikroinjektion von 50,60nL GTPγS (100mM) in beide Gruppen, Kontroll- 
und Untersuchungsgruppe aktiviert.  
Die zu untersuchenden Zellen wurden zuvor zehn Minuten in den jeweiligen NSAID-
Lösungen inkubiert. 
Die Kontrollgruppe (graue Balken) zeichnet sich durch unbehandelte Zellen, die 
lediglich durch intrazelluläre Injektion der unterschiedlichen Stoffe, gelöst in 150mM 
KCl, stimuliert wurden aus (n≥ 8). 
 
Die Antwort der Kontrollzellen (µC) wurde gleich 100% Prozent gesetzt. Die schwarzen 
Balken zeigen die prozentualen Antwortströme von ASS (µC) bzw. Diclofenac (µC), die 
mit einer Reduktion der  Antworten auf  41% bzw. 46% der Kontrollen  eine signifikante 










3.3.4 Wirkung auf durch Aluminiumfluorid- ausgelöste Antworten 
 
Wie an den oben beschriebenen Versuchen mit GTPγS gezeigt, wechselwirken die 
NSAIDs mit dem G- Protein. Da es verschiedene Möglichkeiten zur Inhibition an dem 
G- Protein gibt, wurden diese durch einen Versuch mit einem weiteren G- Protein- 
Aktivator, nämlich Aluminiumfluorid (AlF4-), eingeschränkt. 
AlF4- bindet an das GDP des G- Proteins und bildet einen AlF4-- GDP- Komplex. Dieser 
Komplex unterstützt die Dissoziation des heterotrimerischen G- Proteins in seine α- und 
βγ- Untereinheiten, was automatisch zur Aktivierung des G- Proteins zur Folge hat [43]. 
AlF4- ist somit nicht abhängig von GTP bei der Aktivierung des G- Proteins. Dieser 
Versuch wurde schon vorher in Xenopus laevis Oozyten durchgeführt und hat 
Antwortströme ausgelöst [10, 109]. Es wurden 30nl einer Lösung injiziert, die 10mM 
Natriumfluorid und 30µM Aluminiumchorid enthielt, wie bereits in früheren Studien 
verwendet. 
Die Kontrollzellen antworteten auf die intrazelluläre Injektion von AlF4- mit 
durchschnittlichen Strömen von etwa 0,62± 0,16µC. Vergleichbare Ergebnisse sind in 
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Nach zehnminütiger Inkubation in der ASS- Lösung wurde ein Strom von etwa 1,13± 
0,63µC beobachtet. Es besteht kein signifikanter Unterschied zu dem Ergebnis der 
Kontrollzellen. 
Auch die in Diclofenac- Lösung inkubierten Zellen ergaben mit Strömen von 0,58± 
0,14µC keinen signifikanten Unterschied zu den Kontrollzellen. 
 
Abbildung 24 
Balkendiagramm zur Inhibition AlF4-- induzierter ICl(Ca) durch NSAIDs in Prozent. 
 
Unter Umgehung des G- Protein- Rezeptors wurde das G- Protein direkt durch einen 
AlF4-- GDP- Komplex aktiviert. Der Komplex bildete sich  nach intrazelluläre 
Mikroinjektion von 30nL einer Lösung mit 10mM Natriumfluorid und 30µM 
Aluminiumchorid in beide Gruppen, Kontroll- und Untersuchungsgruppe.  
Die zu untersuchenden Zellen wurden zuvor zehn Minuten in den jeweiligen NSAID- 
Lösungen inkubiert. 
Die Kontrollgruppe (graue Balken) zeichnet sich durch unbehandelte Zellen, die 
lediglich durch intrazelluläre Injektion der unterschiedlichen Stoffe, gelöst in 150mM 
KCl, stimuliert wurden aus (n≥ 8). 
 
Die Antwort der Kontrollzellen(0,62± 0,16µC) wurde gleich 100 Prozent gesetzt. Die 
schwarzen Balken zeigen die prozentualen Antwortströme von ASS (1,13± 0,63µC) bzw. 
Diclofenac (0,58± 0,14µC), die bei 182,26% bzw. 93,55% der Kontrollantworten lagen 











Wie oben bereits beschrieben bindet Aluminiumfluorid nach Injektion an das G- 
Protein. Es bildet einen Komplex mit dem GDP, welcher die Phospholipase C 
unabhängig von GTP aktiviert.  
Im Unterschied dazu ist GTPγS ein nicht hydrolysierbares Analogon von GTP und 
macht das aktivierte G- Prtotein resistent gegen die GTPase, aktiviert es somit 
irreversibel. 
Hiermit kann der Wirkort beider NSAIDs in der Signalkaskade also weiter eingerenzt 
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4. Diskussion 
 
4.1 Die Wahl der Methode 
 
4.1.1 Nichtsteroidale Antiphlogistika 
 
Allgemeines 
Schon im 3. Jahrhundert berichtete Hippokrates, dass das Kauen von Weidenblättern 
eine schmerzstillende Wirkung habe. Als erster Wirkstoff wurde 1828 von dem 
Pharmazeuten Buchner Salicin aus einem gereinigten Extrakt der Rinde der Salweide 
(Salix alba) isoliert und als fiebersenkendes Mittel empfohlen. 1839 wurde Salicylsäure 
als Bestandteil von Salicin durch Piria nachgewiesen und 1859 zum ersten Mal durch 
Kolbe vollsynthetisch hergestellt. 1876 führte Stricker Natriumsalicylat als 
Antipyretikum und Antirheumatikum an der Charité in Berlin ein. Ebstein und Müller 
beschrieben im gleichen Jahr die blutzuckersenkende und urikosurische Wirkung von 
Salicylsäure, wodurch sie sich auch zur Therapie von Diabetes mellitus und Gicht 
empfahl.  
Aufgrund der schlechten Magenverträglichkeit (Übelkeit, Blutungen) und des bitteren 
Geschmackes von Salicylsäure wurde bald versucht, durch chemische Veränderungen 
des Moleküls die Wirkungsstärke zu erhöhen und dadurch die erforderliche Dosierung 
zu verringern. 1897 gelang es Felix Hoffmann erstmals, durch Anlagerung einer 
Acetylgruppe, Acetylsalicylsäure (ASS) in chemisch reiner Form herzustellen und die 
Nebenwirkungen zu verringern.  
 
1899 wurde Aspirin® zum Patent angemeldet und entwickelte sich zu einem äußerst 
populären Präparat zur Behandlung von Fieber und entzündlichen Schmerzzuständen, 
obwohl die Wirkungsmechanismen bis dahin gänzlich unbekannt waren.  
Nach dem Ersten Weltkrieg wurde Bayer® im Rahmen des Versailler Vertrags 
gezwungen, das Patent und die Rechte an der Marke Aspirin® für das Gebiet der 
Siegermächte USA, Frankreich und Großbritannien aufzugeben. Fortan vertrieben es 
auch amerikanische Pharmaunternehmen unter gleichem Handelsnamen, ohne 
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Sterling Drug zurückgekauft, die es seit 1918 hielten. 
Die systematische Suche in Tierversuchen nach entzündungs- und schmerzhemmenden 
Pharmaka in den 60er- 80er Jahren führte zur Entwicklung einer Reihe von 
antiphlogistisch, analgetischen Säuren. 
Erst 1971 postulierte Sir John Vane einen Wirkmechanismus von Acetylsalicylsäure 
und ASS- ähnlichen Medikamenten, der eine Erklärung der beobachteten, vielfältigen 
klinischen Wirkungen der Substanzen bot: Die Hemmung der Prostaglandinsynthese 
[70, 73, 125]. 
 
Die Wirkungsmechanismen der NSAIDs 
Acetylsalicylsäure und Diclofenac, die in dieser Studie untersuchten Substanzen, 
werden unter der Bezeichnung nichtsteroidale Antiphlogistika (nonsteroidal 
antiinflammatory drugs, NSAIDs) zusammengefasst. NSAIDs sind Hemmstoffe der 
Cyclooxygenase und verhindern somit die Prostaglandinsynthese. Sie inaktivieren das 
Enzym irreversibel.  
Prostaglandine sind in ihrer Wirkung sehr vielfältig. Sie kontrollieren die Kontraktion 
glatter Muskulatur, greifen in die Ausschüttung von Zellprodukten ein, beeinflussen die 
Zellwanderung und -aggregation und steigern die Schmerzempfindlichkeit. Zudem sind 
sie neben Histamin und Bradykinin Mediatoren von Entzündungsreaktionen und führen 
bei einer pyrogeninduzierten Produktion zu Temperaturanstieg. 
 
NSAIDs besitzen drei Wirkqualitäten unterschiedlicher Ausprägung:  
                                          1. analgetisch 
                                          2. antipyretisch 
                                          3. antiphlogistisch  
 
Sie entfalten ihre Wirkung teilweise über einen Eingriff in das ubiquitäre 
Prostaglandinsystem, teilweise über verschiedene und noch unvollständig erforschte 
zelluläre und molekulare Mechanismen der peripheren und zentralen Antinozizeption. 




  58 
Prostaglandine gehören zu der Gruppe der Eicosanoide, die eine große Gruppe von 
Mediatoren darstellen. Sie werden aus der inaktiven Vorstufe, der Arachidonsäure, einer 
mehrfach gesättigten Fettsäure, gebildet.  
Arachidonsäure ist Bestandteil der Phospholipide der Zellmembran und wird von dort, 
nach Zellstimulation, durch die Phospholipase A2 freigesetzt. In einer Zweischritt- 
Reaktion und unter Sauerstoffverbrauch, wird Arachnoidonsäure durch die 
Cyclooxygenase (COX) in Prostaglandin H2 und weiter zu Prostaglandinen verarbeitet.  
 
Abbildung 25 
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Heute sind zwei Isoenzyme der Cyclooxygenase bekannt: 
1. COX- 1 erfüllt physiologische Funktionen im gesunden Gewebe, wie die       
    Synthese von Thromboxan, Prostacyclin und PG E2. 
2. COX- 2 wird durch Entzündungsstimuli aktiviert und setzt Prostaglandine und                                         
    andere Entzündungsmediatoren frei.  
 
Abbildung 26 







Hierdurch entstand die vereinfachende Hypothese, dass der therapeutische Effekt durch 
Hemmung der COX- 2 und die Nebenwirkungen durch die Hemmung der COX-1 
entsteht [69].  
  
Zu den COX- abhängigen- Wirkungen bzw. Nebenwirkungen gehören gastrointestinale, 
renale und respiratorische Beschwerden sowie die 
Thrombozytenaggregationshemmung, die Wehenhemmung und ZNS- Beschwerden 
[69].  
Einige COX- unabhängige Wirkungsmechanismen von NSAIDs wurden bereits 
beobachtet. Diese Mechanismen umfassen zum Beispiel die Abkoppelung der 
oxidativen Phosphorylisation [68], die Hemmung der Funktion Neutrophiler [1, 24] 
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Der Einsatzbereich von NSAIDs umfasst Schmerzen, Fieber, akute und chronische 
Entzündungen, z.B. rheumatische Erkrankungen und Gicht.  
Aspirin® wird, wegen seiner Präferenz für COX- 1, außerdem zur 
Thrombozytenaggregationshemmung zur Prävention kardialer und cerebraler Ischämien 
[44, 45] eingesetzt. 
Weiterhin erwiesen sich NSAIDs  als effektiv in der Behandlung und Prävention einer 
Reihe von nicht- entzündlichen Erkrankungen, sowie gastrointestinaler, insbesondere 
kolorektaler Tumoren [18, 37, 48, 103, 106, 126].  
Zudem gibt es epidemiologische Hinweise, die eine vorteilhafte Rolle von NSAIDs 
beim Risiko der Alzheimerschen Erkrankung stützen [12, 16, 64, 79, 104, 126, 128].  
In beiden Fällen wird als Mechanismus die COX- Hemmung diskutiert, letztlich sind 
die Wirkmechanismen aber noch nicht gänzlich geklärt. 
 
Nur einige der erwünschten und unerwünschten pharmakologischen Effekte lassen sich 
durch die Hemmung der Prostaglandinsynthese erklären. In den letzten Jahren kam die 
Diskussion auf, dass dieser Hemmung alleine nicht alle Effekte zugeschrieben werden 
können.  
So zeigen bestimmte Prostaglandine selbst bei Arthritis im Tiermodell 
antiinflammatorische Wirkung [131], und manche NSAIDs versagten als COX- 
Inhibitoren [14]. Es müssen demnach alternative Wirkmechanismen neben der COX-
Wirkung vorhanden sein. 
 
In dieser Studie wurde gezeigt, dass klinisch relevante Dosen von Acetylsalicylsäure 
[22, 42] und Diclofenac die LPA- Signalkaskade, einen G- Protein-  gekoppelten 
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4.1.2 Lysophosphatidsäure 
 
Lysophosphatsäure (LPA) ist ein normaler Bestandteil aller Zellen und eine 
Zwischenstufe der Lipidsynthese. Weiterhin agiert es als interzelluläres Signalmolekül 
[93, 98].  Im Serum findet sich LPA an Albumin in Konzentrationen von 2- 20µM [34, 
92].  
LPA aktiviert verschiedene Subtypen von Rezeptoren, die an unterschiedliche 
heterotrimerische G- Proteine gekoppelt sind. Dies ruft eine Reihe von biologischen und 
pathophysiologischen Antworten in verschiedenartigen Zellen hervor [93, 97].  
 
Lysophosphatidsäure ist eine in ihrer Wirkung gut untersuchte Substanz. 
Zu den ersten festgestellten Effekten gehörte die Induktion der Plättchenaggregation 
[75] sowie die Kontraktion glatter Muskulatur [121] sowie einige weitere Effekte im 
Rahmen der Wundheilung und Geweberegeneration.  
Im letzten Jahrzehnt wurde eine breite Menge an Wirkungen von LPA dokumentiert. 
Diese beinhalten auch die Induktion der Mitogenese, die Neuritenretraktion und  die 
Chemotaxis.  
Die Zellmigration spielt aber nicht nur bei physiologischen Prozessen wie 
Entzündungen und Wundheilung, sondern auch bei pathologischen Prozessen wie 
Tumorwachstum und die Steigerung der Tumorzellinvasivität [93] eine Rolle.  
Erhöhte Plasmalevel von LPA wurden bei Patientinnen mit Ovarialtumoren gefunden. 
Daraus entstand die Vermutung, LPA könnte ein Tumormarker im Frühstadium des 
Ovarialkrebs sein [35], außerdem spielt LPA eine wichtige Rolle bei der Entwicklung 
und dem Wachstum des Ovarialkrebs [81]. 
Weiterhin ist LPA ein wichtiger und potenter Stimulus für die Progression des 
Kolonkarzinoms [107]. 
 
Zudem wurde gezeigt, dass LPA eine Rolle bei der Pathogenese von Atherosklerose 
und der thrombotischen Komplikationen spielt. LPA akkumuliert sich in den 
atherosklerotischen Plaques und agiert dort als Plättchen- aktivierendes Lipid [110]. 
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Die Wirkung von NSAIDs auf Entzündungen und Koagulation wurde bereits intensiv 
studiert und dokumentiert. 
Nun wurde ein präventiver Effekt von NSAIDs auf die Entwicklung von 
gastrointestinalen [48], ovarialen [27, 116] und anderen Tumoren [52] gezeigt.  
 
Ob dieser Nebeneffekt der NSAIDs neben der Hemmung der Cyclooxygenase und 
damit der Prostaglandinsynthese auch einer Störung in der normalen G- Protein- 
Funktion in der LPA- Signalübertragungskaskade zu geschrieben werden kann, ist rein 
hypothetisch und bleibt zu zeigen. Nichtsdestotrotz, diese Analogien, zusammen mit der 
physiologischen Ausbildung des LPA- Rezeptors auf Xenopus laevis- Oozyten [40, 47], 
machten den LPA-Rezeptor attraktiv, um die Hypothese der Wechselwirkungen 
zwischen NSAIDs und G- Proteinen näher zu betrachten. 
                 
4.1.3  Die G- Protein- Kaskade 
 
Neben LPA gibt es viele Moleküle, die ihr Signal durch G- Proteine übertragen. 80 % 
aller bekannten Rezeptoren sind G- Protein gekoppelt [13].  
 
Prostaglandine (PGE2) zum Beispiel, wichtig bei der Erzeugung von Fieber, 
Entzündung und mechanischer Hyperalgesie, leitet Signale durch ein Gq- Protein. Da 
NSAID nun außer der Cyclooxygenase auch das G- Protein selbst hemmen, könnte dies  
bedeuten, dass neben der Reduktion der Prostaglandin- Produktion (COX- abhängig) 
selbst, auch die normalen biologischen Effekte der Prostaglandine durch NSAIDs 
gestört werden. 
Ein weiterer interessanter G- Protein gekoppelter Rezeptor ist der Cholecystokinin 
(CCK)- B-/Gastrin- Rezeptor. Durch Versuche mit Knock- Out- Mäusen konnte gezeigt 
werden, dass dieser GPCR notwendig ist für das physiologische Wachstum bestimmter 
gastrischer Mucosazellen in vivo [96]. Wechselwirkungen mit dem G- Protein in der 
Signalkaskade des Rezeptors können eine Atrophie der Mucosa herbeiführen und damit 
unerwünschte Wirkungen der NSAIDs erklären. 
Wechselwirkungen mit dem normalen Signalweg des pro- aggregatorisch und 
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könnten eine zusätzliche Erklärung für die vorteilhafte Rolle der Acetylsalicylsäure in 
der Prävention und Therapie von thromboembolischen und ischämischen Prozessen 
sein. 
Obwohl hypothetisch, könnten Wechselwirkungen mit den G- Proteinen, wie in dieser 
Arbeit dargetsellt, einige vorteilhafte und auch unerwünschte Effekte der NSAIDs 
erklären. 
 
Die G- Protein- Kaskade lässt sich in unserem Modell gut manipulieren. Hierzu wurden 
bereits in anderen Studien verwendete Substanzen in die Zellen injiziert um die Kaskade 
an dem gewünschten Ort in Gang zu setzten: IP3 setzt Ca2+ direkt über Rezeptoren auf 
dem endoplasmatischen Retikulum frei [85, 115]. Geneticin, G418, aktiviert direkt die 
Phospholipase C [95]. AlF4- und GTPγS wirken direkt am G- Protein. Ersteres bildet 
mit dem GDP einen GTP- unabhängigen Komplex [10, 43, 109] und letzteres agiert als 
nicht hydrolisierbares Analogon von GTP und aktiviert das G- Protein somit irreversibel 
[115]. 
 
4.1.4 Die Oozyten des Xenopus laevis 
 
Um die Pharmakologie G- Protein gekoppelter Rezeptoren zu studieren, wurden die 
Oozyten des afrikanischen Krallenfrosches verwendet.  
Über die Verwendung des Xenopus laevis in der Medizin und die Vorteile seiner 
Oozyten bei elektrophysiologischen Untersuchungen wurde bereits in früheren 
Abschnitten gesprochen. Zusammengefasst weisen sie eine gut zu handhabende Größe 
auf, sind widerstandsfähig, sind in ausreichend großen Mengen und gleichbleibender 
Qualität zu gewinnen, mittels Mikroelektroden können Ladungsverschiebungen 
beobachtet werden und es kann Material in die Zelle injiziert werden ohne diese in ihrer 
Funktion zu beeinträchtigen. Zudem besitzen die Oozyten  nur wenige zelleigene 
Kanäle [111] und LPA- Rezeptoren [15, 78]. Hierdurch ist die Untersuchung eines 
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Probleme/ Grenzen bei der Übertragung der Ergebnisse auf den Menschen 
Menschliche Zellen stehen in einem Stoffwechselsystem mit einer Temperatur von etwa 
37,4°C, mit geringen Schwankungen. Temperaturen unter 32°C gelten als letal, 
Stoffwechsel und elektrophysiologische Übertragungen geraten aus dem Gleichgewicht.  
Die Messungen an den Oozyten finden bei Raumtemperatur von 25°C statt. Eine 
Anhebung der Temperatur in unserem Modell wäre nicht sinnvoll, da der Rezeptor nur 
unter natürlichen Bedingungen arbeitet. Die Membranintegrität wäre gefährdet. Fraglich 
ist nun, ob die Temperaturdifferenz  eine wesentliche Rolle für die hier dargestellten 
Ergebnisse spielt. Bekannterweise liefert das Oozyten- Modell im Gegensatz zu anderen 
Modellen, trotz der Temperaturdifferenz, zuverlässige Ergebnisse für G- Protein- 
gekoppelte Rezeptoren [59]. Nachgewiesene Einflüsse der Temperatur beziehen 
lediglich sich auf die Aktivierung des Rezeptor nach Stimulation, auf die Latenzzeit 
[90, 91], die einen zu vernachlässigenden Einfluss auf die Ladungsverschiebung hat. 
 
Die Sequenzen der LPA-Rezeptoren weisen zwischen den einzelnen Säugetierspezies 
eine große Übereinstimmung auf, bespielsweise für Maus und Mensch teilweise 90% 
bzw 97% (lpA2-3 bzw. lpA1). Die Homologie der Xenopus laevis- Rezeptoren im 
Vergleich zu den humanen ist jedoch gleich viel niedriger. Dies liegt vielleicht auch an 
den unterschiedlichen natürlichen Bedingungen unter denen der Rezeptor funktionieren 
muss (Temperaturdifferenz, s.o.). 
Die grundsätzliche Signaltransduktion ist wiederum ähnlich und die G- Protein- 
Rezeptor vermittelte Calciumfreisetzung findet sich auch bei den humanen LPA-
Rezeptoren [6]. 
 
4.1.5 Das Zwei- Elektroden- Voltage- Clamp- Modell 
 
Mit der Zwei- Elektroden- Voltage- Clamp- Methode [19, 84] wurde ein System 
gefunden, welches es ermöglicht, die Pharmakologie des Rezeptors an funktionsfähigen 
Zellen zu untersuchen. Das Modell ist ein sensibles und etabliertes System zur 
Darstellung von  Membranpotentialen in großen Zellen, wie den Oozyten des Xenopus 




  65 
dem zu untersuchenden Rezeptor nachgeschaltete Signalübertragungskaskade durch 
intrazelluläre Injektion bewährter Substanzen zu manipulieren [54, 76, 101]. 
Artefakten durch Wechselströme werden durch einen zwischengeschalteten Filter 
unterdrückt. Störströme werden durch einen Fraday’schen Käfig, der Setup umgibt 
verrringert. 
Die Auswertsoftware wurde zur schnellen Analyse der Daten, einer lückenlosen 
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4.2 Ergebnisse 
 
4.2.1 NSAIDs beeinflussen die LPA- Funktion 
 
In dieser Studie konnte nachgewiesen werden, dass Acetylsalicylsäure und Diclofenac 
die G- Protein- Signalkaskade am G- Protein in klinisch relevanten Dosen hemmen.  
Beide getesteten NSAIDs inhibieren das LPA- Signal signifikant mit einem 
halbmaximalen Effekt bei 3,75± 1.32x 10-6 M bzw. 1,90± 0,67x 10-6 M jeweils für ASS 
und Diclofenac. Plasmalevel von etwa 10-5 bis 3 x 10-3 M für ASS sind bekannt [22, 42]. 
Spitzenkonzentrationen von ASS werden 30 Minuten nach Einnahme von 
niedrigdosiertem Aspirin (80 mg) erreicht und liegen bei etwa 3,3x 10-6 M (1 µg/ mL). 
Für Diclofenac sind Spitzenlevel im Plasma, bei einer Einzeldosis von 50 mg, zwischen 
3,3- 10x 10-6M bekannt [108].  
Diese klinisch beobachteten Plasmakonzentrationen beider NSAIDs haben die Funktion 
des LPA in dem in- vitro- Modell signifikant beeinflusst. 
 
4.2.2 Die Stoffwechselkaskade 
 
Wie bereits beschrieben ist der LPA- Rezeptor ein G- Protein- gekoppelter Rezeptor. 
Durch Aktivierung des Rezeptors kommt es zur Konformationsänderung und ein G- 
Protein wird gebunden und aktiviert. Es zerfällt in eine α- Einheit und eine βγ- Einheit. 
Die α- Einheit, gebunden an GTP, bindet an ein Effektorprotein und ändert dessen 
Aktivität. 
Das Effektorprotein, hier die Phospholipase C, setzt aus dem Membranlipid, 
Phosphatidylinositolbisphosphat (PIP2) die Second- Messenger Inositol-1, 4, 5- 
trisphosphat und Diacylglycerol frei.  
Das lipophile DAG verbleibt in der Membran. Das hydrophile IP3 bewirkt am 
endoplasmatischen Retikulum die Ausschüttung von Ca2+ aus seinem Speicher. In den 
Xenopus laevis- Oozyten wird über einen calciumabhängigen Chloridkanal nun ein 
vorübergehender Chlorideinstrom hervorgerufen [32, 39, 40]. 
In dieser Untersuchung war es möglich durch IP3- Injektion Ca2+ freizusetzen und einen 
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Durch Blockierung des IP3 mittels Heparin konnten wir zeigen, dass die Injektion von 
IP3 tatsächlich über IP3- Rezeptoren auf dem endoplasmatischem Retikulum Ca2+ 
freisetzt und somit Teil der Signalkaskade ist. Durch die Blockade des IP3- Rezeptors 
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Zwischen Phospholipase C und Endoplasmatischem Retikulum 
Um den exakten Angriffspunkt in der LPA- Signalkaskade herauszufinden, wird jedes 
einzelne Segment des Signalweges durch direkte intrazelluläre Injektion des jeweiligen 
Stimulus (IP3, G418, GTPγS und AlF4-) stimuliert.  
Weder durch IP3 noch durch G418 (Geneticin) hervorgerufene Ströme werden 
signifikant durch die IC50 Konzentrationen von ASS (101,79%, bzw. 90,17%) oder 
Diclofenac (78,22%, bzw. 70.31%) beeinflusst.  
 
Abbildung 28 
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Die Rolle des G-Proteins 
Das G-Protein besteht aus 3 Untereinheiten: α, β und γ. Die letzteren bilden ein festes 
Dimer, welches nur durch Denaturierung aufgspalten werden kann. Die α- Untereinheit 
ist fest an GDP gebunden welches durch GTP ausgetauscht werden kann. Binden 
Agonisten an den Rezeptor entsteht kurzzeitig ein Komplex aus Agonist, Rezeptor und 
G-Protein. Dieser führt zu einem beschleunigtem Austausch von GDP und GTP und 
somit einer Aktivierung des G-Proteins. Es dissoziiert in das β- γ- Dimer und einen 
Komplex aus der α- Unterheit, GTP und Magnesium. Die α- Unterheit hat eine 
intrinsische GTPase-Aktivität, die zu einer Abspaltung einer Phosphatgruppe von GTP 
führt und damit den Komplex inaktiviert. 
 
Abbildung 29 
Das G-Protein und sein Zyklus nach Aktivierung des Rezeptors. 
Durch Konfomationsänderung des Rezeptors nach Aktivierung durch einen Agonisten, 
bindet das G-Protein an den Rezeptor. Es kommt zum Austausch von GDP gegen GTP. 
Das G-Protein spaltet sich in seine α- und β- γ- Untereinheiten. Die α- Untereinheit 
bildet mit GTP und Mg2+ einen Komplex, der wie auch das β- γ-Dimer einen Effektor, 
im ersten Fall die Phospholipase C, aktivieren kann. Durch die intrinsiche GTPase- 
Aktivität der α- Untereinheit wird eine Phosphatgruppe abgespalten und das G-Protein 
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Abbildung 30 
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Aluminiumfluorid ist ein GTP- Bindungsstellen unabhängiger G- Protein-Aktivator, 
welcher ein GDP- AlF4-- Komplex bildet und so eine G- Protein- Aktivierung auslöst 
indem es gebundenes GTP nachahmt [10, 109] und so die Phospholipase C in Gang 
setzt. Bei AlF4-- Injektion zeigten die Einwärtsströme keine signifikanten Änderungen 
nach Inkubation in den NSAID- Lösungen (ASS 182,26% bzw. Diclofenac 93,55%).  
 
Abbildung 31 
Aluminiumfluorid bindet nach Injektion an das G- Protein- Zyklus und bildet mit GDP 
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GTPγS hingegen ist ein nicht- hydrolysierbares Analogon  von GTP. Es macht das 
aktivierte G- Protein resistent gegen die GTPase und aktiviert es somit permanent.  
Die Chloridströme ICl(Ca), die durch Injektion von GTPγS ausgelöst wurden, wurden 
unter ASS- und Diclofenac- Vorbehandlung hingegen signifikant (41% bzw. 46%; p< 
0,01 bzw. p< 0,001)  gesenkt. 
 
Abbilddung 32 
GTPγS bindet an Stelle von GTP an das G- Protein und aktiviert dieses permanent, da 






Nun kann der Effekt der NSAIDs in der LPA- Signalkaskade auf das G- Protein 
eingeschränkt werden, genauer: auf die GTP- bindende Seite des G- Proteins. 
 
Zusammengefasst konnten wir die in der Einleitung gesetzten Ziele wie folgt 
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Rezeptor- Funktion durch beide untersuchten NSAIDs, Acetysalicylsäure und 
Diclofenac. Beide Medikamente wirkten im klinisch relevanten Bereich hemmend auf 
die Rezeptoren funktionsfähiger Zellen. Der Mechanismus ist reversibel und kann auf 
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5. Zusammenfassung 
 
Diese Studie zeigte erstmals an funktionsfähigen Zellen, dass und durch welche 
Mechanismen Aspirin und Diclofenac auf die G- Protein- Kaskade wirken. 
Als Rezeptor wurde der G- Protein gekoppelte LPA- Rezeptor gewählt. 
Lysophosphatidsäure ist eine in ihrer Wirkung gut untersuchte Substanz. Das aus den 
Blutplättchen stammende LPA hat alle wichtigen Merkmale eines Mediators der 
Wundheilung und Geweberegeneration. LPA ist ein Produkt des 
Blutkoagulationprozesses und befindet es sich natürlicherweise im Serum. Den NSAIDs 
wird eine Wirkung zugeschrieben, die den Effekten von LPA entgegengesetzt ist. 
80% aller bekannten Membran- Rezeptoren sind G- Protein- gekoppelte Rezeptoren, 
GPCR, weshalb Wechselwirkungen mit dem kleinen Molekül bereits große 
Auswirkungen haben können. 
Am Zwei- Elektroden- Voltage- Clamp- Modell konnte die Pharmakologie des 
Rezeptors an funktionsfähigen Zellen untersucht werden. Das Modell ist ein sensibles 
und etabliertes System zur Darstellung von  Membranpotentialen in großen Zellen, wie 
den Oozyten des Xenopus laevis Krallenfrosches.  
Bisher wurde lediglich in In-vitro-Studien mit [35S]GTPγS (Guadenosintriphosphat) auf 
Membranen gereinigter Neutrophiler, nicht an funktionsfähigen Zellen, gezeigt [1-4], 
dass NSAIDs mit dem G- Protein wechselwirken.  
 
Nach dieser Studie können die eingangs gestellten Fragen beantwortet werden: Aspirin 
und Diclofenac hemmen in klinisch relevanten Konzentrationen, reversibel die G- 
Protein- gekoppelte Rezeptoren. Der Wirkungsort liegt in der G- Protein- Kaskade und 
kann auf zwei Lokalisationen eingegrenzt werden: Beide NSAIDs beeinflussen 
entweder das G- Protein auf der Seite des GTP- GDP- Austausches oder den Rezeptor 
selbst, z.B. auf der intrazellulären Seite. 
Folgende Möglichkeiten bleiben offen: 
1. Die NSAIDs könnten die α- Untereinheiten, die unwiederbringlich durch GTPγS 
aktiviert wurden, am Andocken an das Effektorprotein, die PLC, hindern und somit 
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2. Die Analgetika könnten das G- Protein selbst angreifen, und somit den Austausch des 
GDP gegen GTP verhindern, wodurch das G- Protein nicht aufspaltbar und damit 
inaktiv wäre. 
3. NSAIDs könnten den Rezetor selbst beeinflussen, z.B an seinen intrazellulären 
Schleifen oder an dem C-terminalen Ende und die Bindung des G-Proteins und den 
Austausch von GDP zu GTP verhindern.Dies könnte einen Teil der nicht geklärten, 
COX- unabhängigen pharmakologischen Effekte der NSAIDs erklären und neue 
therapeutische Möglichkeiten aufzeigen.  
 
Die Bandbreite der pharmakologischen Wirkungen von nichtsteroidalen Antiphlogistika 
(nonsteroidal antiinflammatory drugs; NSAIDs) kann nicht mehr allein auf die seit 
langem bekannte Hemmung des Enzyms Cyclooxygenase (COX) [69, 125] 
zurückgeführt werden. Die Hemmung der Prostaglandinsynthese [125] ist zwar der 
Haupteffekt, aber nicht der einzige Effekt der NSAID- Wirkung.  
Neben LPA wirken viele andere Enzyme durch GPCR.  
Zum Beispiel PGE2, wichtig für die Fieberentstehung, Entzündung und mechanische 
Hyperalgesie, wirkt ebenfalls über GPCRs. Es könnte bedeuten, dass neben einer COX-
vermittelten Minderproduktion von PGE2 auch die normalen biologischen Effekte am 
G-Protein gestört werden. 
Ein weiterer GPCR ist der Cholecystokinin (CCK)- B/Gastrin- Rezeptor. Nagata et al. 
zeigten an Knock-out Mäusen, dass dieser GPCR essentiel für das physiologische 
Wachstum bestimmter Mucosazellen ist [96]. Störungen der G-Protein-Kaskade 
könnten eine Atrophie der Mucosa bewirken, wie es bei den Knock- out- Mäusen der 
Fall war. 
Störungen des normalen Signalweges des proaggregatorischen und 
vasokonstriktorischen Agonisten Thromboxan (TXA2), ebenfalls über einen GPCR 
wirkend, kann eine zusätzliche Erklärung der vorteilhaften Rolle von ASS in der 
Prävention und Therapie thrombembolischer und ischämischer Prozesse sein.  
Wenn auch hypothetisch, Wechselwirkungen mit dem G-Protein dieser verschiedenen 
GPCRs können eine zusätzliche Erklärung für die vorteilhaften und auch 













BSA Rinderalbumin (engl.: bovine serum albumin) 
Ca2+ Calciumion 
CaCl2 Kalziumchlorid 





DNA Desoxy-Nuklein-Säure (-Acid) 
EC50 halbmaximale effektive Konzentration eines Stoffes 
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure (-acid) 
ER Endoplasmatisches Retikulum 
G418 Geneticin 
GDP Guanin- di- phosphat 
GPCR G- protein- coupled- receptor 
GTP Guadenosintrisphosphat 
GTPγS synthetisch hergestellte stabile Untereinheit des 
Guadenosintrisphosphat 
HCl Salzsäure 
Hz Hertz (physikalische Einheit: [1/ s]) 
ICl(Ca) Stromstärke (I), die den Lipidbilayer passiert durch den 
kalziumabhängigen (Ca2+) Chloridkanal (Cl-) 
IC50 halbmaximale inhibitorische Konzentration des Wirkstoffs 
IP3 Inositoltrisphosphat 
KCl Kaliumchlorid 




mRNA Messenger- Ribonukleinsäure (-acid) 
MW Molekulargewicht 
Na+ Natriumion 
NaCl Natriumchloid- Kochsalz 
NaHCO3 Natriumhydrogencarbonat 
NaF Natriumfluorid 
NaOH Natriumhydroxid- Natronlauge 
NSAID Nichtsteroidales antiinflammatorisches Medikament (engl.: non- 
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OP Operation 
p Irrtumswahrscheinlichkeit 
PCL Phospholipase C 
pH negativer dekadischer Logarithmus der Wasserstoffkonzentration 
(potentia Hydrogenii)  pH= - log [ H+] 
PIP2 Phosphatidylinositolbisphophat       
pKa Negativer dekadischer Logarithmus der Dissoziationskonstante einer 
Säure 
PLA2 Phospholipase A2 
R Widerstand (engl.: resistence) 
RNA Ribonuleinsäure (-acid) 
S1P Sphingosin-1-Phosphat 
SPC Sphingosylphosphorylcholin 
TGF Tumor- Growth- Factor 
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